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1 Johdanto
Historiallisesti  fysiikan  ja  kemian  välissä  on  ollut  nanon  mentävä  aukko.  Kokonainen 
mittaluokka jäi lähes huomiotta, kun kemia erikoistui atomien välisiin vuorovaikutuksiin ja 
fysiikka  sekä  alkeishiukkasiin  että  makroskooppisiin  rakenteisiin.  Tieteeseen  jäänyttä 
katvealuetta alettiin  täyttää  vasta  kun  makromolekyylit,  nanorakenteet  ja  molekyylien 
väliset  vuorovaikutukset  käsitettiin omina kokonaisuuksinaan ja kun niiden tutkimiselle 
tarpeelliset analyysimenetelmät olivat riittävästi kehittyneet.
Nanomittakaavan ilmiöt ovat rinnastettavissa kemian ja fysiikan perinteisiin kokoluokkiin, 
sillä  kuten  atomitasolla  ja  makromaailmassa,  myös  nanokokoluokassa  järjestäytyminen 
vaikuttaa materiaalin ominaisuuksiin ja jopa luo uusia  funktionaalisuuksia. Erikoistapaus 
supramolekulaarisesta  kemiasta  on  merkittävissä  määrin  biologia,  jossa  muun  muassa 
ultratiheä informaatiotallennus, itseään korjaavat rakenteet ja vahvikkeistetut funktionaa-
liset materiaalit perustuvat molekyylien väliseen järjestäytymiseen ja vuorovaikutukseen. 
Atomia suurempien rakennuspalikoiden käytöllä saadaan uusia vapausasteita materiaali-
suunnitteluun,  sillä  esimerkiksi  supramolekulaaristen  suolakiteiden  valmistuksessa 
liuoksen ionivahvuutta ja komponenttien konsentraatioita voidaan käsitellä erillisempinä 
parametreina.
Vaikka  keskeisiä  supramolekulaarisia  käsitteitä  esiteltiin  1800-luvulta  lähtien  (Van  der 
Waals 1873: heikot vuorovaikutukset;  Fischer 1894: lukko–avain-teoria),  kesti  yli  puoli 
vuosisataa  ennen  kuin  laajamittaisen  supramolekulaarisen  tutkimuksen  voidaan  katsoa 
alkaneen.  Läpimurtoja  olivat  DNAn  rakenteen  selvittäminen  1953  (Watson,  Crick, 
Franklin,  Wilkins)  ja  makrosyklisten  ligandien  tutkimuksen  edistyminen  60-luvulla. 
Termin ”supramolekulaarinen kemia” otti käyttöön kryptandeja tutkinut Jean-Marie Lehn 
vuonna  1978.  Yhdeksän  vuotta  myöhemmin  hänelle,  Donald  J.  Cramille  ja  Charles  J. 
Pedersenille  myönnettiin  kemian  Nobel-palkinto  heidän  työstään  rakennespesifisesti 
selektiivisten molekyylien parissa.1,2 Jatkuvasti kehittyvät analyyttiset menetelmät, kasvava 
tutkimushistoria  ja  tieteidenvälinen  yhteistyö  ovat  vauhdittamassa  tutkimusta  yhä 
edistyneempiin sovelluksiin. Alalta odotetaan mullistuksia monelle tieteen ja teknologian 
1
alalle  kuten  materiaalitekniikkaan,  katalyysiin,  nanoelektroniikkaan  ja  spintroniikkaan, 
sensoritekniikkaan ja lääketieteeseen.
Merkittävä  osa  supramolekulaarisista  prosesseista  tapahtuu  nestefaasissa.  Nesteessä 
molekyyleillä  on  voimakkaat  keskinäiset  vuorovaikutukset,  ilman  että  virtaava  sekoit-
tuminen olisi niiden tähden vielä estynyt. Tässä tutkielmassa tutustuttiin supramolekulaari-
seen järjestäytymiseen vesiliuoksissa. Tutkielmalle keskeisiä vuorovaikutuksia ovat muun 
muassa elektrostaattiset vuorovaikutukset, vetysidokset sekä hydrofobiset efektit ja Van der 
Waalsin voimat. Elektrostaattisten vuorovaikutusten lisäksi annettiin erityistä painoarvoa 
magnetismille,  jonka  eri  ilmenemismuotoja  esitellään  makro-  ja  nanotasolla.  Biologian 
suuri merkitys supramolekulaaristen prosessien kehittäjänä näkyy myös tässä tutkielmassa, 
kun yhtenä komponenttina käytetään pitkälle erikoistunutta proteiinia. 
Tutkielman  työskentelymateriaaleiksi  valittiin  magnetoferritiini  ja  poly(amidoamiini)-
dendrimeeri (mFn ja PAMAM). Ferritiini (Fn) on lähes kaikista eliöistä löydettävä rautaa 
varastoiva  proteiini,  jonka  mineraaliydin  on  korvattavissa  muilla  tarpeenmukaisilla 
materiaaleilla kuten tässä tutkielmassa maghemiitti/magnetiittiytimellä. Funktioitava kuori 
lisää  ferritiinin  käyttömahdollisuuksia  komposiiteissa ja  lääketieteellisissä sovelluksissa. 
Näiden  ominaisuuksien  yhdistelmä  tarjoaa  houkuttelevan  pohjan  ohjelmoitavaksi 
molekyyliksi. PAMAM taas on hyperhaarautuva polymeeri, josta saadaan sivuketjujen päät 
funktioimalla  partikkeleita  hyvin  sidostava  polymeeri.  Haarat  ovat  keskusmolekyyliin 
kytkettyjä, mikä pitää rakennelman karkeasti pallonmuotoisena. Tutkimuksen olosuhteissa 
mFn  ja  PAMAM  ovat  vastakkaisesti  varautuneet.  Nämä  ominaisuudet  tekevät  mFn–
PAMAM-komposiitista helposti muodostuvan ja monipuolisesti säädeltävän.
Kirjallisuusosassa esitellään Fn ja  PAMAM  mahdollisine  sovelluskohteineen,  joita  ovat 
magneettisesti  stabiloidut  reaktorit,  noninvasiivinen  in  situ -kuvantaminen  ja  aistinta 
optisesti sakeista kohteista, spintroniikka ja nanoelektroniikka, magnoniset metamateriaalit 
sekä  muut  korkeaa  järjestäytymisastetta  ja  hallittavuutta  edellyttävät  sovellukset. 
Kirjallisuusosassa käsitellään laajalti näiden sovellusten ymmärtämiselle tärkeitä ilmiöitä 
kuten  nanomagnetismia,  elektrostaattisia  vuorovaikutuksia,  diffuusiota  ja  erilaisia 
agglomeraatiorakenteita.
2
Tutkimusosassa  käsitellään  Pyrococcus  furiosus -arkkieliön  magnetoferritiinin  (mFn) 
agglomeroitumista PAMAM G3 -dendrimeerin kanssa. Muutaman valitun liuosparametrin 
vaikutus kasautumiseen kartoitettiin. Tutkimuksessa seurattiin agglomeroitumisen vaiku-
tusta  mFn:n  magneettikenttävasteeseen  sekä  katalyyttiseen  aktiivisuuteen  peroksidaasi-
osoitusreaktiossa  3,3',5,5'-tetrametyylibentsidiinin  ja  vetyperoksidin  välillä.  Lopuksi 
tutkittiin magneettisen saostamisen vaikutusta mFn:n katalyyttiseen aktiivisuuteen.
Agglomeroituminen toteutettiin titraamalla mFn-liuoksia PAMAMilla ja sen edistymistä 
seurattiin dynaamisella valonsironnalla.  Agglomeraatioiden rakennetta tutkittiin  pienkul-
maröntgendiffraktiolla. Niiden kokoa, muotoa ja rakennetta arvioitiin läpäisyelektronimik-
roskoopille  eri  menetelmillä  valmistetuista  näytteistä.  MFn–PAMAM-agglomeraatioiden 
katalyyttisen  aktiivisuuden  muutoksia  valvottiin  UV–VIS-spektroskopialla.  Tapahtuman 
elektrostaattisen  luonteen  selvittämiseksi  määritettiin  myös  ferritiinin  ja  PAMAMin 
keskimääräiset zetapotentiaalit.
Tutkielman  päätteeksi  kootaan  tutkimustulokset  laaja-alaisesti  ja  arvioidaan  niiden 
tieteellistä  merkitystä.  Erityisesti  tarkastellaan liuoksen ionivahvuuden noston yllättävää 
taipumusta  voimistaa  agglomeroitumista.  Mittausprotokolliin  esitetään  parannuksia 
virheiden  minimoimiseksi.  Tutkielmassa  kootaan  yhteen  keskeisiä  supramolekulaaristen 




Teoriaosuudessa käsitellään tutkimustyön arvioinnille välttämättömiä tietoja, sekä etsitään 
motivaatiota ja hyötyjä tästä tutkimuksesta. Tarkasteltavia aspekteja ovat komponenttien 
ominaisuudet, toiminnalliset merkitykset sekä elektrostaattiset ja magneettiset vuorovaiku-
tukset.
2.1 Ferritiinit
Ferritiini  on  molekyylipainoltaan  noin  480 kDa,  pyöreä  ja  sisältä  ontto  proteiini,  joka 
varastoi sisällään rautaa mineraalina, tyypillisesti ferrihydriittinä (Fe2O3·nH2O), jossa on 
vaihteleva määrä fosfaattia. Ferritiini on ulkohalkaisijaltaan noin 12 ja sisähalkaisijaltaan 
7-8 nm  (Kuva  1).  Se  koostuu  24  ellipsoidisesta  proteiinialayksiköstä,  joka  järjestyy 
luonnostaan ensisijaisesti kuutiolliseen avaruusryhmään F432. Kussakin alayksikössä on 
lajista ja tyypistä riippuen noin 175 aminohappoa.3–8 Ferritiiniin tavallisesti luetaan mukaan 
sen mineraaliydin.  Pelkästä  proteiinikuoresta  puhuttaessa käytetään  nimitystä  ”apoferri-
tiini”, erotuksena ”holo- eli kokoferritiinistä” tai lyhyemmin ”ferritiinistä”.
Ferritiiniproteiinien perheeseen luetaan myös mikro-organismeissa esiintyvät miniferritii-
nit, jotka koostuvat ainostaan 12 alayksiköstä. Ne tunnetaan historiallisesti myös nimellä 
DPS (DNA binding  Protein  from Starved  cells).  DPS-proteiinien  funktiona  on  suojata 
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Kuva 1: Ihmisen H-




alayksiköt on eroteltu 




bakteerien DNAta sitoutumalla siihen ja keräämällä ympäristöstä vapaata rautaa.9 Tässä 
työssä  niitä  ei  käsitellä  tarkemmin  ja  kaikki  viittaukset  ferritiiniin  ovat  24  alayksikön 
maksiferritiineihin.
Ferritiiniä  tavataan  lähes  kaikessa  elollisessa,  kuten  levissä,  bakteereissa,  kasveissa  ja 
eläimissä,6 mikä johtuu siitä,  että ferritiini  kykenee keräämään, varastoimaan ja tarpeen 
tullen  myös  vapauttamaan  rautaioneja.  Rauta  on  elämälle  keskeinen  hivenaine,  ja  sitä 
tarvitaan eliöiden aineenvaihdunnassa, DNA-synteesissä sekä elektronisiirroissa. Hallitse-
maton ylimäärä rautaa johtaa eliöissä hapettavaan rasitukseen ja jopa soluvahinkoihin.10,11
Kun alkuilmakehään vapautui fotosynteesin synnyn myötä happea, raudan biosaatavuus ja 
hallinnointi alkoi tuottaa eliöille vaikeuksia. Ilman dihappimolekyyli hapettaa vesiliukoi-
sen  Fe(II)-ionin  veteen  lähes  liukenemattomaksi  Fe(III):ksi  (liukoisuus  ~10-18 M)12,  ja 
saostuva  rauta  merkitsee  sekä  huonompaa  saatavuutta  ympäristöstä  että  huonompaa 
siirrettävyyttä elimistössä. Ferritiini kehittyi vastaamaan vaatimukseen paremmin hallitta-
vasta  raudasta.  Ferritiinien  ominaisuudet  ovat  toisistaan  eriäviä  eliöiden  ja  elinten 
poikkeavien tarpeiden mukaan, ja proteiinin ominaisuudet riippuvatkin siitä, mistä eliöstä 
ja mistä elimestä se on peräisin. Ferritiinistä puhuttaessa tuleekin tarkentaa, mistä ferritii-
nistä  on  kyse.  Tarkemmin  eriteltynä  ferritiinin  toimintoihin  kuuluu  raudan  varastointi 
solujen synteesikäyttöön mm. hemin ja Fe/S-klusterien valmistukseen, soluvälien ylläpito 
sekä rautayliannostusten hallinta. Ferritiinin ekspressiota indusoi mm. raudan konsentraatio 
solussa.3
Ferritiinien  eroavuudet  näkyvät  niiden  toiminnallisuudessa.  Osa  katalysoi  paremmin 
hapettumista  ja  siten  sitoo  rautaa  tehokkaammin,  kun  taas  toiset  toimivat  pitkäjäntei-
sempinä  rautavarantoina.  Erot  johtuvat  osittain  erityyppisistä  alayksiköistä,  joita  on 
karkeasti jakaen kahta laatua: L eli Light (historiallisesti löytösijainnin mukaan Liver) ja H 
eli  Heavy  (historiallisesti  Heart)  ja  molekyylipainoiltaan  ne  ovat  noin  19 kDa  ja 
21 kDa.13 Ferritiinin  sisäpinnalla  sijaitsee  ferritiinityypistä  riippuvaisia  nukleaatio-  tai 
katalyysikeskuksia, jotka edistävät rautaoksidisydämen muodostumista sisään saapuneista 
kationeista.13,14 Alayksiköistä H on katalyyttisesti aktiivisempi ja L vaikuttaa nukleaatioon 
ja ytimen muodostumiseen.15  
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2.1.1 Ferritiinien toiminnallisuus
Ferritiinin pinnalla olevat osittaisvaraukset muo-
dostavat  sähkökenttiä,  jotka  ohjaavat  kationit 
proteiinin  sisään16 kolmisymmetristen  akselien 
kohdilla avautuvista 3-4 Å leveistä ja 8 Å pitkis-
tä  hydrofiilisistä,  esimerkiksi  asparagiinihapon 
(-CH2COO-) ja glutamiinihapon (-CH2CH2COO-) 
anionisten  sivuketjujen reunustamista  kanavista 
(Kuva 2).17,18 Ferritiinillä  on  4-symmetristen 
akselien  kohdalla  hydrofobisia,  usein  leusiinin 
(-CH2CH(CH3)2) ympäröimiä  15 Å pitkiä kana-
via,  ja  siksi  hydrofiilisen  rautaionin  ei  uskota 
kulkevan sitä kautta. Kanavat ovat 3-4 Å leveitä, 
mutta jopa noin nanometrin kokoisten molekyy-
lien on havaittu kykenevän tunkeutumaan ferri-
tiinin kuoren läpi, mitä pidetään merkkinä prote-
iinikuoren dynaamisesta luonteesta.19,20
Ferritiini  on  proteiinina  polyelektrolyytti,  ja  siksi  mm.  sen  konformaatio,  koordi-
noitumisherkkyys ja kyky ohjailla rautakationeja muuttuu liuoksen pH-muutosten myötä. 
Jo  muodostunut  mineraaliydin  on  proteiinin  stabiloima,  ja  ferritiini  pitää  lähes  kaiken 
sitomansa raudan sisällään ainakin pH-välillä 2-8.21 Rautaa voidaan vapauttaa ferritiinistä 
pelkistimien  ja  ligandien  avulla.22 Ferritiini  kykenee  varastoimaan  n.  4500  Fe-atomia. 
Laboratorio-oloissa päädytään helposti ääripäihin – joko proteiini jää tyhjäksi tai täyttyy, 
sillä muodostuva mineraaliydin katalysoi itse kasvuaan. In vivo biologiset tekijät johtavat 
täyttöasteisiin laajalla skaalalla.15
Raudan mineralisoitumiselle ferritiinin sisällä on esitetty seuraava kaava: 
2Fe2+ + O2 + (H2O)x+3 →  Fe2O3(H2O)x + 4H+ + H2O2 (1)
Kaavasta nähdään, että laboratoriosynteesissä puskuriliuos tai simultaanititraus on tarpeen 
pH-tasapainon  säilyttämiseksi.  Reaktion  mineraalimuodostus  voi  edetä  ferroksidaa-
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Kuva 2: Human H-chain ferritiinin (A 
ja B) ja laajalti käytetyn horse spleen 
ferritiinin (C ja D) pintapotentiaalit. 
Proteiinit on kuvattu 4-symmetrisen 
(ylärivi) ja 3-symmetrisen akselin 
(alarivi) suunnalta. Negatiivisesti 
varautunut 3-symmetrinen aukko 
erottuu kuvissa B ja D proteiinin 
keskellä punaisena.175
sikeskusten23 ohjaamana  tai  Fe(III)-O-O-Fe(III)-happisiltojen  kautta,  jotka  purkautuvat 
kahdessa vaiheessa reaktioissa veden kanssa.20 Mineraaliytimen muodostuminen tapahtuu 
eri  puolilla  proteiinia  monen  välivaiheen  kautta,  ja  se  vaihtelee  ferritiinin  tyypin 
mukaisesti.24,25 Mahdolliset mineraalit eivät laboratorio-oloissa rajoitu raudan oksideihin, 
vaan lukuisia onnistuneita  proteiini–partikkeli-synteesejä on raportoitu.  Niitä käsitellään 
erillisessä alaluvussa.
2.1.2 Ferritiinien merkitys
Ferritiini  on  houkutteleva  alusta  nanopartikkelien  syntetisoinnissa,  sillä  se  tarjoaa 
merkittäviä  etuja  niin  partikkelien  muodostumisen kontrolloimiseen kuin  valmistettujen 
partikkelien  funktionalisoimiseen  ja  hallinnoimiseen.  Ferritiini  rajaa  partikkelin  koon 
korkeintaan 8 nanometriin. Se myös vaikuttaa kiteen muotoon ja kiderakenteeseen, ja se 
kykenee  katalysoimaan  ja  edesauttamaan  partikkelien  muodostusta.  Koska  ferritiini 
harvestoi  kationeja  aktiivisesti,  sen  sisällä  täyttyy  nukleaatio-  eli  ydintymiskynnyksen 
(nucleation  barrier)  ylittävä  konsentraatio  helpommin  kuin  proteiinien  ulkopuolisessa 
reaktioliuoksessa.  Saatuja  partikkeleita  voidaan  hyödyntää  mm.  katalyysissä,  MRI-
kuvannuksen  varjoaineena  tai  teknologisissa  sovelluksissa  kvanttipisteinä.26–28 Tässä 
tutkielmassa hyödynnettiin kaupallisia  magnetoferritiinejä,  eli  ferritiinillä funktionalisoi-
tuja magnetiittinanopartikkeleita.
Ferritiinin  sisältämät  nanopartikkelit  eivät  vaikuta  ferritiinin  ulkopinnan  kemiallisiin 
ominaisuuksiin  ja  rakenteeseen  olennaisesti,29 mutta  mineraaliydin  saattaa  kutistaa 
proteiinin halkaisijaa noin 10 %:lla.30 Vastaavasti ferritiinien ulkopintaa voidaan muokata 
vaikuttamatta  sen  sisällä  tapahtuvaan  kemiaan.  Tämä  yhdistelmä  mahdollistaa 
hienostuneita  synteesejä  –  ferritiini  on  funktionalisoitu  ja  hyvin  määritellysti  toimiva 
nanoreaktori. Reaktorin ominaisuuksiin voidaan vaikuttaa valitsemalla tarpeeseen sopiva 
luonnollinen  ferritiini  tai  muokkaamalla  joko  itse  proteiinia  kemiallisesti  tai  ferritiiniä 
koodaavaa geenisekvenssiä geeniteknologisesti. Proteiinikuori funktionalisoi partikkeleita 
ja hidastaa niiden klusteroitumista myös magneettisten partikkelien tapauksessa.
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Ferritiinin  rautahydraattia  voidaan  manipuloida  proteiinin  vaurioitumatta.  Esimerkiksi 
geotermisissä  valtamerten  sedimenteissä  elävän  hypertermofiilisen  arkin  Pyrococcus 
furiosuksen ferritiini  on  poikkeuksellisen  lämpökestävä.  Proteiini  on  suhteellisen 
toimintakykyinen vielä  120 celciusasteessa,  jossa sen aktiivisuuden puoliintumisaika  on 
85 minuuttia,  kun  ferritiinit  kestävät  tyypillisesti  80  astetta  denaturoitumatta.31 Tämä 
mahdollistaa  myös  lämpötilan  suhteen  laajat  synteesiolot.32 Proteiinin  rakenne  ja 
mineraaliytimen  muodostumisprosessi  tunnetaan  jo  hyvin.33,34 Tässä  työssä  käytetty 
ferritiini  oli  P.  furiosuksen ferritiinistä  syntetisoitu  magnetoferritiini  (mFn).  Laajemmin 
ferritiinien sovellusmahdollisuuksia käsitellään myöhemmässä luvussa.
2.1.3 Ferrihydriitti
Ferrihydriitti  on  huonosti  määritelty  metastabiili  antiferromagneettinen  rautaoksidihyd-
raatti eli rautaoksohydroksidi. Se voidaan kirjoittaa muotoon Fe2O3·nH2O, FeOOH·H2O tai 
jopa  Fe(OH)3 sen  mukaan,  mihin  mineraaliin  ja  millä  tarkkuudella  sitä  tahdotaan 
rinnastaa.10 Ferritiiniproteiinien  myötä  se  on  biologisesti  merkittävä  rautamineraali 
ravintoketjujen  kaikissa  osissa.  Se  on  matalissa  lämpötiloissa  tyypillinen   neutraaleista 
vesistä saostuva rautamineraali.
Ferrihydriitti on ainoastaan nanomittakaavassa esiintyvä mineraali eli nanomineraali, ja sen 
rakenteesta  ja  jopa  mitattavista  ominaisuuksista  on  käyty  paljon  väittelyä.  Sille  ei  ole 
kyetty luotettavasti osoittamaan perusrakennetta, koska sillä on merkittävästi olosuhteiden 
myötä muuttuvia rakennevirheitä.  Ferrihydriitti  toimii prekursorina muille mineraaleille, 
kuten hematiitille. Yleisesti ferrihydriitin ilmenemismuotojen ääritapauksiin viitataan 2- ja 
6-viivaisena (2-line ja 6-line) ferrihydriittinä röntgendiffraktiossa havaittujen leveiden ja 
huonosti määriteltyjen piikkien lukumäärän mukaan. Kaikkein kiteisimpien ferrihydriitti-
näytteiden kohdalla  voidaan XRD:llä  nähdä jopa  6-8 diffraktiomaksimia.35–37  Ferritiini 
muodostaa mineraaliytimen monesta eri ydintymispisteestä lähtien, mikä tukee nanomine-
raalin muodostumista.
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Nanokiteisiä materiaaleja on vaikea analysoida, koska ne ovat erittäin herkkiä ympäristön 
muutoksille,  ja  yksinkertainenkin  näytteen  esikäsittely  tai  varastoiminen  voi  muuttaa 
näytteen sisältöä olennaisesti. Usein on turvauduttava tietokonesimulaatioihin.38
Materiaalina  ferrihydriitti  on  hyvin  huokoinen  ja  suuren  pinta-alan  vuoksi  myös  reak-
tiivinen.  Epätäydellisen  kiderakenteen  vuoksi  se  sorptoi  hyvin  –  toimii  luonnollisena 
suotimena epäorgaanisille  spesieksille  niin  maaperässä kuin teollisuudessakin.  Puhtaasti 
epäorgaaninen ferrihydriitti  saostuu vesiliuoksissa, mikä vähentää efektiivistä pinta-alaa. 
Ferritiini auttaa pitämään ferrihydriittipartikkelit erillisinä. Koska ferrohydriitti on antifer-
romagneettinen ja saa jäännösmagneettisuuttaan vain vakanssien ja pintojen parittomista 
momenteista,  tässä  työssä  käytettiin  voimakkaammin  magneettista  raudan  oksideita, 
magnetiittia ja magnemiittia. Niiden saturaatio voi olla useita kertaluokkia suurempaa kuin 
ferrihydriitillä.27
2.1.4 Magnetiitti, maghemiitti ja magnetoferritiini
Magnetoferritiinin mineraalifaasi koostuu joko magnetiittista (Fe3O4) ja happiatmosfäärissä 
stabiilimmasta  maghemiitista  (γ - Fe2O3).39 Kummallakin  mineraalilla  on  käänteinen 
spinellirakenne ja ne ovat ferrimagneettisia. Magnetoferritiinillä viitataan maghemiitin tai 
magnetiitin täyttämään ferritiiniin. Myös niiden yhdistelmät ovat mahdollisia.40
Ferrimagneettinen  mineraali  magnetiitti  (Fe3O4)  on  pisimpään  tunnettu  magneettinen 
luonnosta  löytyvä  mineraali.  Sillä  on  kuutiollinen  spinellirakenne  siten,  että  happi 
muodostaa  fcc  (face  centered  cubic)  tiivispakkauksen,  jonka  oktaedrisiä  ja  tetraedrisiä 
aukkoja rauta täyttää (Kuva 3).  Ferrimagneettisuus on seurausta antiferromagneettisesta 
vuorovaikutuksesta  A-  ja  B-alihilojen  välillä,  kun  kummankin  kerroksen  sisällä  on 
ferromagneettista  kytkeytymistä  tetraedrimäisten  tai  oktaedrimäisten  rautaionien  välillä. 
Oktaedrimäisissä aukoissa on kahden- ja kolmenarvoista rautaa.
Magnetiitti säilyttää magneettisuutensa varsin korkeissa lämpötiloissa, sillä Curien lämpö-
tila on jopa 858 K. Helpon magneettisuuden suunta on diagonaali [111], jonka suuntaisesti 
okta- ja tetraedrimäiset  tasot  ovat kerrostuneet.37 Nanokokoluokka vaikuttaa radikaalisti 
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magneettisuuteen. Pienet partikkelit menettävät magneettisen dipolin pysyvyyden Curien 
lämpötilaa matalammissa lämpötiloissa.  Magnetoferritiinin rajaama koko, korkeintaan 8 
nm,  on  riittävän  pieni  aiheuttaakseen  superparamagneettisen  muutoksen.  Magnetoferri-
tiinin magneettinen momentti on arvioitu 10 k - 13 k Bohrin magnetoniin (μB)41,42. Hajonta 
saattaisi olla osittain seurausta maghemiitin (380 kA/m) ja magnetiitin (480 kA/m) kylläs-
tymismagnetoitumien suuruuksien erosta.43 Magnetismia käsitellään enemmän myöhem-
mässä luvussa.
Maghemiitilla (γ-Fe2O3) on sama rakenne kuin magnetiitilla, mutta sillä on kaikki rauta 
hapettunut  stabiilimmaksi  kolmenarvoiseksi  raudaksi.  Sitä  esiintyy  magnetoferriitinissä 
vaihtelevia määriä. Happipitoisessa atmosfäärissä on todennäköistä, että vähintään pinta on 
hapettunut, ehkä koko mineraaliydin. Ilman proteiinikuorta hapettuminen tapahtuu 7 nm 
partikkeleilla hematiitiksi.39,44
Magnetiitilla  on  usein  Fe(III)-vajausta,  eli  n(Fe(II)) / n(Fe(III)) > 0,5.  Kahdenarvoinen 
rauta korvautuu helposti erityisesti muilla kahdenarvoisilla kationeilla kuten Mn(II):lla ja 
Zn(II):lla.  Joustava  happimatriisi  mahdollistaa  raudan  korvaamisen  muunkin  kokoisilla 
kationeilla37, millä on vaikutusta hilavakion kautta magnetiitin elektronisiin ja magneet-
tisiin  ominaisuuksiin,  esimerkiksi koboltin  tuominen Fe3O4-matriisiin nosti  magneettista 
muutoslämpötilaa (blocking temperature).45
Koska mekaanisella jännityksellä ja lämpötilalla voidaan vaikuttaa magnetiitin johtavuu-
teen ja magneettisuuteen, vaikutetaan samalla magnetiitin parittomien elektronien spinien 
järjestäytymiseen ja tätä kautta spiniselektiiviseen johtavuuteen. Tämän johdosta magne-
tiittia  tutkitaan spin-pohjaisen elektroniikan (ns.  spintroniikka eli  magnetoelektroniikka) 
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Kuva 3: Magnetiitin kiderakenne, jossa c = a. Pienet 
vihreät ympyrät: O2-; punaiset: Fe(II); keltaiset: Fe(III).47 
sovelluksiin. NTP-oloissa magnetiitti on spiniselektiivinen puolimetalli eli sillä on Fermi-
tason lähellä johtava vyö vain toisen suunnan spineille. Fe–O-etäisyyden pienentäminen 
aikaansaa  muutoksen  puolimetallisesta  metalliseksi  ja  magnetiitin  jäähdyttäminen  alle 
Verweyn lämpötilan (~120 K) laskee johtavuutta kaksi kertaluokkaa.46–49 Magnetiitilla on 
muutenkin  hyviä  piirteitä  spintroniikkasovelluksiin,  sillä  se  on kemiallisesti  ja  fysikaa-
lisesti kestävä, mitä korkea Curien lämpötilakin indikoi. Materiaalina se on edullinen ja 
vaaraton terveydelle. Sillä on lisäksi matalissa lämpötiloissa sekä magnetoelektronisia että 
ferroelektronisia ominaisuuksia, eli magneettikentän ja lämpötilan muutokset saavat siinä 
aikaan sähkökenttiä.50,51
2.1.5 Ferritiinien sovelluksia nanokomposiiteissa
Ferritiini on erittäin monipuolinen apuväline nanopartikkelien ja komposiittien syntetisoin-
nissa, niiden muokkaamisessa sekä hallinnassa. Ferritiiniproteiinin itsensä ominaisuuksia 
on helppo muuntaa muokkaamalla sitä kemiallisesti  tai  geneettisesti,  mikä mahdollistaa 
sen räätälöinnin mitä moninaisimpiin tarpeisiin.52,53
Liuoksen happamuutta säätelemällä tai sopivan ydintymispartikkelin avustamana voidaan 
purkaa ja koota proteiinihäkkejä jokseenkin palautuvasti.53–55 Tältä pohjalta on odotettavaa, 
että uusia proteiinihäkkikombinaatioita voisi valmistaa liuoksessa sekoittamalla eri alayksi-
köitä sisältäviä liuoksia tai kastamalla alayksiköillä B peitettyä pintaa alayksikköä A sisäl-
tävään liuokseen. Symmetriarikot ja muut kontrolloidut menetelmät olisivat mahdollisia 
kantoaineen avustuksella.
Monissa tutkimuksissa ferritiiniä on rinnastettu virusten kapsideihin. Niitä on voitu käyttää 
samankaltaisiin tarkoituksiin samanlaisten ominaisuuksiensa kuten kokoluokkansa, biovil-
jeltävyytensä,  funktionalisoitavuutensa ja toisinaan fysikaalisten ominaisuuksiensa kuten 
säännönmukaisen rakenteen ja kuoren varautuneisuuden tähden.53
11
2.1.5.1 Nanopartikkelisynteesit, biomineralisointi
Ferritiini  toimii  partikkelien  kokoa  ja  faasia  säätelevänä  nanoreaktorina.56 Ferritiiniä 
voidaan  käyttää  partikkelisynteesissä  miedoissa  ja  konsentraatioltaan  laimeissa  reaktio-
olosuhteissa.  Se  voi  mahdollistaa  in  situ syntetisointeja  jopa  biologisissa  olosuhteissa. 
Proteiiniksi ferritiini on verrattain stabiili, joten biologiseksi templaatiksi sitä voi soveltaa 
suhteellisen laaja-alaisesti.
Mahdolliset  mineraalit  eivät  laboratorio-oloissa  rajoitu  raudan  oksideihin,  vaan  kirjal-
lisuudessa  raportoidaan  lukuisia  ferritiinin  ionikanavia  hyödyntäviä  synteesejä.26 On 
raportoitu muunneltuja raudan oksohydroksideja kuten ferrihydriittiä, johon on seostettu 
PO43-,  VO43-,  MoO22- ja  AsO43-:ta,57 ja  oksohydrokseja  joissa  rauta  on  korvattu  muilla 
metalleilla  kuten  Eu(O)OH  ja  Ti(O)OH58.  Pelkistimellä  (tavallisesti  NaBH4)  voidaan 
muuttaa  ferritiinin  keräämät  kationit  alkuainemetalleiksi  tai  niiden  seoksiksi,  joita  ovat 
muun muassa Ag,59 Au,60 U,61 nanokoossakin ferrimagneettinen ja siksi muistisovelluksiin 
tutkittu CoPt,62 FePt,63 Cu ja CuFe64. CuFe:lle ja muille preussinsinisen analogisille yhdis-
teille  on ominaista magneettisuuden muuttuminen sähkömagneettisen säteilyn vaikutuk-
sesta65,  mikä tuo uuden muuttuvan parametrin hyödynnettäväksi ferritiinikomplekseihin. 
Myös muunlaisia materiaaleja on raportoitu, esim. puolijohteita ZnSe28, CdS66 ja jopa maa-
alkalimetallien  karbonaatteja67,  joilla  on  normaalisti  taipumus  nukleoitua  proteiinien 
pinnoille. 
Kaikki synteesit eivät ole olleet suoraviivaisia. CuFe-mineraalia varten ionikanavia joudut-
tiin avaamaan urealla, jotta käytetty reagenssi ([Fe(CN)6]3-, halkaisija 6 Å) olisi saatu ferri-
tiiniin.  Hopeapartikkelit  puolestaan  syntetisoitiin  geneettisesti  muunneltuun  ferritiiniin. 
Lukuisia muitakin materiaaleja on syntetisoitu.
2.1.5.2 Nanopartikkelien suojaaminen, funktionalisointi ja ohjailu
Ferritiini voidaan purkaa ja koota uudelleen jo valmistettujen nanopartikkelien ympärille 
muuttamalla pH:ta.55 Tätä on sovellettu hyvin erilaisille materiaaleille, kuten orgaaniseen 
syöpälääkkeeseen  daunomysiiniin,68 pH-sensitiiviseen  kalsiumkarbonaattiin69 sekä  MRI-
varjoaineina käytettyihin gadoliniumiin70 ja ligandoituun gadoliniumiin (GdHPDO3A)71. 
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Ferritiini  voidaan hävittää  ytimen ympäriltä  kemiallisesti,  säteilyttämällä  tai  kuumenta-
malla.
Proteiinihäkki  suojaa  ydintä  steerisesti,  mikä  ehkäisee  syntyneiden  nanopartikkeleiden 
agglomeroitumista.  Ferritiini  on stabiili  pinnoitus nanopartikkeleille,  mutta se silti  sallii 
niiden  monipuolista  muokkaamista.  Huokosista  pääsee  läpi  vain  tietyn  kokoluokan 
molekyylit.  Effuusio  molekyyliin  rajoittaa  hieman  reaktionopeuksia.  Ferritiini  suojelee 
nanopartikkeleita  myös  kemiallisesti:  proteiinikuori  vaikuttaisi  stabiloivan rakennetta  ja 
siten mm. hidastaa ilman aiheuttamaa hapettumista.64 
Proteiinikuorta  voi  funktionalisoida  monin  tavoin.  Erityisesti  liuokseen  kosketuksissa 
olevia  amiinipäätteitä  hyödynnetään.52 Ne  tarjoavat  funktionaalisen  ryhmän,  johon 
tarttumalla  voidaan  ohjata  myös  ydintä  eli  se  mahdollistaa  prekursorien  ja  materiaalin 
ohjaamisen  ja  järjestelyn.72,73 Biologinen  alkuperä  mahdollistaa  in  vivo -kohdentamista 
vähäisin tai olemattomin toksikologisin seurauksin. Eräisiin sovelluksiin ferritiini on kuin 
luotu – syöpäsoluissa on paljon ferritiiniä sitovia reseptoreita, joten se toimii luontaisena 
lääke- ja varjoainekantajana.74 Sopivasti valittu mineraaliydin mahdollistaa magneettisen 
hypertermiaterapian,  jossa  syöpäkudosta  heikennetään  vaihtuvan  magneettikentän 
kuumentamilla magneettisilla partikkeleilla.
Agglomeroitujen  superparamagneettisten  partikkelien  on  todettu  parantavan  MRI-
kuvannuksessa  kontrastia  lyhentämällä  veden  protonien  relaksaatioaikoja.75 Ferritiini 
vaikuttaa  lupaavalta  MRI-varjoaineelta  myös  proteiinin  tuoman lisäefektin  ansiosta71 ja 
kokonaisuuden  funktionalisoitavuuden  vuoksi.  Rottakokeissa  menetelmällä  ei  havaittu 
toksista vaikutusta.76 Proteiinipäällystetyt partikkelit eivät ehkä ole yhtä sensitiivisiä, mutta 
ne  ovat  manipuloitavissa  hakeutumaan  haluttuihin  rakenteisiin  elimistössä.27 Proteiini-
kinaasi A:n aktiivisuuden indusoima klusteroiminen vaikutti MRI-kontrastiin muuttamalla 
ferritiinin relaksaatiaikoja.77 
Magneettista  partikkelien  kontrollointia  nestefaasissa  voi  hyödyntää  panos-  ja  jatkuva-
toimisissa katalyysisovelluksissa. Reaktorikäytössä katalyytti pyritään keräämään lopulta 
pois tuotteista ja mahdollisuuksien mukaan käyttämään uudelleen. Esimerkiksi magnetiitti-
nanopartikkeleilla  funktionalisoidut  kitosaanipartikkelit,  joissa  on  TiO2:ta  hajottamassa 
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fotokatalyyttisesti kontaminaatioita, oli mahdollista kerätä takaisin magneettisesti.78 Sopi-
valla tavalla kootut magnetoferritiininanoklusterit kykenisivät toimimaan samalla tavoin.
Agglomeroimattomia  ferritiinejä  tai  niistä 
saatuja mineraalipartikkeleita on hyödynnetty 
lukuisissa nanosovelluksissa.79 Esimerkit vaih-
televat  hiilinanoputkien  valmistamisesta  ja 
monikiteisten pinnotteiden ydintämisestä par-
tikkelien  spesifiin  sijoitteluun  substraatille 
(Kuva 4). Järjesteleminen on osoitetusti mah-
dollista  yksittäin,  säännöllisiin  kuvioihin  ja 
heksagonaaliseen  tiivispakkaukseen.  MFn on 
potentiaalinen  prekursori  miniatyrisoituihin 
elektroniikka-  ja  spintroniikkasovelluksiin, 
kuten  parempiin  muisteihin  ja  yhden  elek-
tronin transistoreihin.
2.1.5.3 Magneettinen katalyytin kantoaine ja reaktorin stabilointi
Tämän tutkielman eräänä tavoitteena oli kehittää ymmärrystä katalyytin agglomeraatiotilan 
ja reaktoriin sijoittautumisen hallinnasta in situ. Tutkielman kirjoittamisen aikana raportoi 
Cheng  et  al. superparamagneettisen  kantoaineen  hyödyntämisestä  magnetoitavassa 
reaktorissa  reaktion  aikana.80 Kantoaine  koostui  halkaisijaltaan  alle  10 nm  magnetiitti-
partikkeleista hartsimatriisissa, joka järjestäytyi ulkoisessa magneettikentässä. Artikkelissa 
esitetty  saanto  oli  selvä  parannus  kevyiden  hiilivetyjakeiden  eetteröintiin  verrattuna 
kaupalliseen  katalyyttiin  ja  perinteisempään  reaktoriin,  vaikka  perinteiset  petrokemian 
valmistusprosessit  ovat  olleet  jo  pitkään  käytössä  ja  kehityksen  kohteina.  Reaktion 
todettiin olevan entistä riippumattomampi muista kuin magneettisista reaktioparametreista, 
mikä auttaa reaktion hallinnassa ja saman operaation soveltamisessa materiaalivirtojen eri 
työstövaiheissa. Artikkelin kantoaineen magnetiittipartikkelit muistuttavat magnetoferritii-
nin mineraaliydintä ja siten katalyytin kantoaine vertautuu tässäkin tutkielmassa hyödyn-
nettyihin  ferritiiniagglomeereihin.  Magnetoferritiinipohjaiset  agglomeraatiot  voisivat 
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Kuva 4: Ferritiinin elektrostaattista hyö-
dyntämistä nanopartikkelien spesifissä 
sijoittelussa. Ferritiiniä repulsoivalle 
SiO2-pinnalle on asetettu ferritiiniä sito-
via levyjä. Ensimmäinen levylle kiinnit-
tyvä ferritiini estää omalla varauksellaan 
toisen ferritiinin kiinnittymisen.79
parantaa  katalyyttisiä  prosesseja  tarjoamalla  mahdollisuuden  vaikuttaa  palautuvasti 
kantoaineen matriisipartikkelien kokoon ja sisäiseen järjestykseen.
Magneettisesti  stabiloitu  reaktori  perustuu  Rosensweigin  ideoimaan  magneettiseen 
leijupetireaktoriin,  jossa  hän  pystyi  moninkertaistamaan  reaktorin  läpivirtausnopeuden 
verrattuna stabiloimattomaan reaktoriin.81 Reaktori hyödyntää partikkelien järjestäytymistä 
magneettikentässä  pitkulaisiin  rakenteisiin.  Ketjumaiset  rakenteet  estävät  katalyytin 
takaisinsekoittumista  ja  vaeltamista,  ja  samalla  ohjaa  katalyytin  tasaista  jakautumista. 
Menetelmä  aiheuttaa  suhteellisen  pienen  painehävikin  katalyyttipedin  ylitse,  pienentää 
katalyyttihävikkiä ja sallii laajemmat reaktio-olosuhteet ja katalyyttien valinnat. Stabiloi-
mattoman leijupetireaktorin haasteena on systeemiä destabiloivat ja tehokkuutta laskevat 
kuplat  ja  fluidisoidun  pedin  turbulenssit,  joita  muodostuu,  jos  kiinteää  katalyyttifaasia 
löyhentävä fluidivirta  on liian voimakasta.  Magneettisen leijupedin  kaupallista  hyödyn-
tämistä ollaan vasta aloittelemassa, mutta sen on jo osoitettu parantavan jopa kertaluokalla 
monia kaupallisesti tärkeitä reaktioita, kuten kaprolaktaamin vedytystä, vedyn puhdistusta 
hiilidimonoksidista ja olefiinien oligomerointia.82 
Tässä  tutkielmassa  osoitetaan  keinoja  vaikuttaa  superparamagneettisten  agglomeerien 
järjestäytymiseen mm. sidosaineen tai suolan konsentraatioiden funktiona. Näillä ja muilla 
agglomeroitumiseen vaikuttavilla keinoilla voitaisiin vaikuttaa katalysoitavien reaktioiden 
etenemiseen yhä moninaisimmin tavoin,  kun katalyytin vaihtamisen ja  magneettikentän 
muuttelun lisäksi katalyyttiin voidaan vaikuttaa säätämällä  syöttövirtojen ominaisuuksia 
kuten  ionivahvuutta.  Jos  reaktiotuotteen  muodostuminen  vaikuttaa  agglomeroitumisen 
kannalta olennaiseen liuosparametriin esimerkiksi tuottamalla ionisia lopputuotteita, voisi 
oikein  suunniteltu  dynaaminen  supramolekulaarinen  kantoaine  reagoida  muuttamalla 
katalyytin aktiivisuutta. Mekanismi voi tarjota suojaa vaarallisten reaktioiden positiivisen 
takaisinkytkennän eskaloitumiselta laskemalla katalyyttistä aktiivisuutta reaktion edetessä 
(lopputuotteiden vaikutus) tai sen kiihtyessä yli raja-arvon (lämpötilan voimakas nousu).
Ympäristönsä ominaisuuksiin reagoiva kantoaine tarjoaa lisäparametreja monimutkaisem-
pien  reaktiosarjojen  monipuolisempaan  hallitsemiseen. Reaktion  etenemistä  voi  seurata 
avaamatta reaktoria, kun kantoaine muuttaa magneettisuuttaan järjestäytymällä uudelleen 
reaktioliuoksen ominaisuuksien funktiona. Magneettikuvan-nuksella kuumapisteet voitai-
siin tunnistaa in situ. Katalyytin elinikä pitenee, jos rakenteet ovat kauttaaltaan dynaamisia 
15
tai  uudelleenjärjesteltävissä  alkeisyksiköitään  myöten,  jolloin  karstoittuminen  jakautuu 
tasaisemmin yksittäisten partikkelien kesken. Tällöin katalyyttiä sijaitsisi myös kantoaine-
matriisin  sisällä,  ja  agglomeraatioiden  fraktaalidimensioista  tulee  olennainen  tutkimus-
kohde. Tässäkin tutkimuksessa havaittiin suolan lisäämisellä olevan vaikutusta agglomee-
rien kokoon ja todennäköisesti myös huokoisuuteen. Uskomme näiden seikkojen keräävän 
enenevästi huomiota tulevaisuudessa.
2.1.5.4 Ferritiini katalyyttinä
Mineraaliytimen katalyyttiset ominaisuudet seuraavat sekä ytimen omista ominaisuuksista 
että  sitä  ympäröivästä  ferritiinikuoresta.  Koska  ytimen  katalyyttiset  vaikutukset  ovat 
voimakkaasti  riippuvaisia  pinnoitukseen  käytetystä  aineesta  ja  koska  ferritiinin  sisältöä 
voidaan  varioida  laajalla  skaalalla,  voidaan  mineraaliytimen  ominaisuuksia  pitää  lähes 
mielivaltaisina.  Tässä  luvussa  keskitytään  proteiinikuoren  yleisiin  vaikutuksiin  ytimen 
katalyyttiseen aktiivisuuteen sekä esimerkkireaktioon vetyperoksidin ja 3,3',5,5'-tetrame-
tyylibentsidiinin  (TMB)  välillä.  Apoferritiinin  omaa  katalyyttisyyttä  käsiteltiin  jo 
aiemmassa luvussa. 
Nanokoosta johtuen mineraaliytimellä voi olla bulkkimateriaalista eroavia ominaisuuksia. 
Nanopartikkeleiden pinta-alan suhde painoa kohden on suuri.  Koska katalyysi  tapahtuu 
partikkelin pinnalla, voidaan ferritiinin asettaman partikkelikoon ylärajan ajatella varmis-
tavan mineraaliytimen katalyytin olevan tehokas. Sijoittamalla proteiiniin useita pienempiä 
partikkeleita voitaisiin aktiivista pintaa kasvattaa edelleen. On kuitenkin huomattava, että 
nanopartikkeleiden katalyyttiset  vaikutukset voivat muuttua koon funktiona,  ja tällä voi 
olla merkitystä jopa ferritiinin mineraaliytimelleen asettaman maksimikoon rajoissa.83 
Ferritiini päästää vain tietyn kokoisia molekyylejä reagoimaan ytimen kanssa. Esimerkiksi 
olefiinien  vedytys  palladiumytimellä  tapahtuu lähtöaineen suhteen  kokoselektiivisesti.84  
Huokosten efektiivistä halkaisijaa voi suurentaa kemiallisesti makromolekyylejä denaturoi-
villa ns. kaotroopeilla kuten ammoniakilla20, mutta myös muun muassa lämmöllä ja pH-
muutosten indusoimilla elektrostaattisilla muutoksilla on vaikutusta. Näitä ominaisuuksia 
voisi  hyödyntää  älykkäissä,  ympäristölle  responsiivisissa  katalyysisovelluksissa,  joita 
voitaneen  muokata  geneettisesti  muuntelemalla  tai  funktionalisoimalla  proteiinihäkkiä. 
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Järjestelyn  älykkyyttä  eli  ympäristövasteen  monimuotoisuutta  voi  lisätä  hallitsemalla 
ferritiinin aggregaatiotilaa.
Ohuella proteiinikuorella on merkittävä etu moniin epäorgaanisiin kantoaineisiin. Proteiini 
päästää  valoa  hyvin  läpi,  joten  siinä  on  potentiaalia  reaktioita  tehokkaasti  edistävään 
fotokatalyysiin. Fotokatalyysi ei sinänsä ole katalyysiä sanan perimmäisessä mielessä, sillä 
siinä  on  reaktiota  edistävänä  tekijänä  palautumaton  komponentti,  absorboitava  valo,  ja 
lopputuotteet  voivat  olla  energeettisesti  vaativampia  kuin  lähtöaineet.  Ferritiini  toimii 
fotokatalyyttinä  mm.  pelkistysreaktioissa  Cr(IV)  →  Cr(III)  ja  Cu(II)  →  Cu(0)  (Cu 
mineralisoituu ferritiiniin).85,86 Ferritiinin lisäetu fotokatalyysissä on sen mineraaliydintä 
stabiloiva  vaikutus.85 Raudan  oksidit  hajoaisivat  valon  vaikutuksesta  muuten  myös 
biologisesti relevanteissa olosuhteissa.87  Reaktio on tasapainotettava proteiinin ulkopuo-
lelta tuoduilla elektroneilla, mikä kytkee reaktion pääliuokseen muutenkin kuin lähtöaineen 
konsentraation muutosten kautta.
Perinteisesti  raudan  oksideja  on  pidetty  hyödyttöminä  katalyytteinä,  mutta  Fe(II):n  on 
havaittu katalysoivan hyvin hapetusreaktioita.88,89 Rautaoksidinanopartikkelit  ovat  stabii-
limpia  ja  helpompia  valmistaa  kuin  orgaaniset  entsyymit.  Haasteena  on  ollut  nanopar-
tikkelien  päällystys.90 Ferritiini  on  stabiili  ja  helposti  funktioitavissa,  joten  se  on  hyvä 
ehdokas partikkelien päällysteeksi. Proteiini stabiloi partikkelit mutta myös pitää ne liukoi-
sina ehkäisemällä aggregaatioita riippumatta siitä, olisiko ydin yksinään liukoinen. Super-
paramagneettisia  rautaoksidinanopartikkeleita  (SuperParamagnetic  Iron  Oxide  Nano-
particles,  SPION)  tutkitaan  paljon  myös  muihin  kuin  katalyyttisiin  käyttötarkoituksiin, 
joten sovelluksia olisi odotettavissa monille aloille.
TMB:n hapetusreaktiota sovellettiin tässä tutkielmassa osoitusreaktiona magnetoferritiinin 
katalyyttiselle  aktiivisuudelle.  Fan  et  al. sovelsi  magnetoferritiinin  katalysoimaa 
vetyperoksidin  ja  TMB:n  reaktiota  syöpäsolujen  merkintään91 ja  magnetiitilla  nähdään 
monia  etuja  perinteisiin  oksidaaseihin  verrattuna,  kuten  hyvä  stabiilisuus  ja  magneetti-
suus.92 Proteiinin vaikutusta katalyyttiseen ominaisuuteen ei ole selvitetty, mutta edellisten 
viitteiden nojalla  se  ei  ole  kriittinen  tekijä.  Proteiini  tietenkin  vaikuttaa  ytimen pinnan 
varaukseen,  jolla  on  vaikutus  katalyysiin.  Ferritiini  rajoittanee  pääsyn  vain  kationisiin 
muotoihin TMB:stä, joten reaktio hidastunee pH:n noustessa. Toisaalta happo sammuttaa 
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välituotteen värin, joten reaktio ei ole edullinen hyvin happamissakaan oloissa. Reaktiota 
on tutkittu lähellä pH:ta 5.93 
Katalyyttisen  osoitusreaktion  lopullinen  reaktiotuote  on  keltainen  (450 nm),  mutta 
välituotteen väri on voimakkaan sininen (370 ja 652 nm). Puskurin pH:lla sekä TMB:n ja 
H2O2:n  ainemääräsuhteilla  on  merkitystä  osoitusreaktion  käytössä,  sillä  vetyperoksidin 
ylimäärä tai vahva liuoksen happamuus ajaa reaktiota välivaiheen yli. Merkitystä on myös 
liuoksen konsentraatiolla, sillä välituotteen ja lopputuotteen tasapainokerroin on konsen-
traatiosta riippuvainen.  Muodostuneen tuotteen määrä voidaan määrittää Beer–Lambertin 
lailla
   A=bc ϵ        (2)
jossa  b on  valonsäteen  kulkema  matka  absorboivassa  materiaalissa,  c on  tuotteen 
konsentraatio  ja  ε sen  molaarinen  absorptiokerroin.  TMB:n  tuotteen  absorptiokerroin 
655 nm kohdalla on 39 000 M-1 cm-1. 
TMB:n  ja  H2O2:n  reaktiolle  on  esitetty  reaktiomekanismi  platinan  katalysoimana 
(Kuva 5).94 Partikkelin pinta jakaa vetyperoksidimolekyylit homolyyttisesti kahdeksi hyvin 
reaktiiviseksi hydroksyyliradikaaliksi, jotka reagoivat riistämällä TMB-molekyyleiltä amii-
niryhmältä vetyradikaalin.  TMB-radikaalit  ovat verrattain stabiileja ja niiden karakteris-
tinen  väri  on  hyvin  liuoksesta  erotettavissa.  Radikaalit  reagoivat  edelleen  keskenään 
disproportionaatioreaktiossa,  jossa  toinen radikaali  päätyy takaisin  TMB:n diamiiniseen 
muotoon ja toinen di-imiiniksi.  Artikkelissa tutkijat myös havaitsivat  platinananopartik-
kelien agglomeroitumisen johtavan selvään katalyyttiseen alenemaan.
Hapettunut TMB voi jatkoreaktionaan myös polymeroitua (kuva 6) toisen TMB:n tai muun 
primäärisen amiinin kanssa.95 Dimeerinen TMB on hydrofobisempi kuin monomeerinsä.
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2.1.5.5 Ferritiini sensorisovelluksissa ja reaktioparametrien hallinnassa
Ferritiiniä voi räätälöidä monin tavoin tarjoamaan yhteyden fysikaalisten, kemiallisten tai 
biologisten järjestelmien välille. Aiemmin esitetyt ferritiinin ominaisuudet tarjoavat yleiset 
periaateet monipuoliselle aistimiselle ja monipuolisemmalle reaktioparametrien hallinnalle. 
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Kuva 5: TMB–H2O2-osoitusreaktio Pt-nanopartikkelien (harmaat pallot) katalysoimana.94 
Kuva 6: Hapettuneen TMB:n dimeröityminen.95 
HRP: Horseradish peroxidase.
Agglomeraatio- tai väritilaa on käytetty indikoimaan kehossa tapahtuneita muutoksia tai 
tapahtumia. Ferritiinin voi lastata vahvasti magneettisilla mineraaleilla, orgaanisilla lääke-
aineilla ja sitä voi käyttää  in situ reaktorina. Proteiinikuori tarjoaa lastille funktionalisoi-
tavan kuoren, joka säätelee lastin vapautumista ja kosketuspintaa ympäristöön. Proteiini 
itsessään on biologinen yksikkö. 
Sensorit linkittävät tutkittavan parametrin muutokset helpommin havaittavaan tai mitatta-
vaan muotoon. Muuttuvana parametrinä voi olla magneettikenttä, joka indusoi fysikaalisen 
muutoksen klustereina ja sakkana. Magnetoferritiini voidaan funktionalisoida klusteroitu-
maan tai vapautumaan kemiallisesta signaalista, mikä johtaa havaittaviin fysikaaliseen tai 
kemiallisiin  muutokseen.  Esimerkkejä  tästä  on  esimerkiksi  UV-säteilyllä  indusoitava 
magneettikentän muutos72 – tai kuten tämän tutkielman työssä – kemiallisen ympäristön 
muutoksella aiheutettava katalyyttisyyden alentuma ja magneettisuuden muutos. Näitä voi 
ketjuttaa älykkäiksi järjestelmiksi. Esimerkiksi reaktion sivutuote voi klusteroida magneto-
ferritiinin, jolloin se reagoi magneettikenttään eri tavoin ja saostuu kierrätettäväksi vieden 
sivutuotteen mukanaan. Samalla tapahtuma antaisi selvän signaalin reaktion tilasta.
Magneettisten nanopartikkeleiden järjestäytyminen muuttaa niiden magneettista käyttäyty-
mistä,  mikä  tekee  niistä  otollisia  ilmaisimia.  Esimerkiksi  veden protonien  T2-relaksaa-
tioajan on todettu lyhentyvän agglomeereissa, minkä johdosta systeemi toimii detektorina 
yhdisteille, jotka vaikuttavat agglomeraatiotilaan. Tätä toiminnallista kokonaisuutta kutsu-
taan  magneettiseksi  relaksaatiokytkimeksi.  Menetelmä  toimii  valoa  läpäisemättömissä 
ympäristöissä eikä aina edellytä näytteen puhdistamista.96
Biosensoriksi  soveltuva  ”vihreä  fluoresoiva  proteiini”  ja  sen  kehittäminen  toi  kemian 
Nobelin vuonna 2008. Menetelmä mahdollisti merkityn geenin vaikutusten seuraamisen in  
vivo. Menetelmää voisi luonnehtia optiseksi geeniseurannaksi. Magnetoferritiinilähtöinen 
kuvantaminen sen sijaan on yhdisteen seurantaa ilman optisia rajoitteita.  Magneettisesti 
aktiivisessa merkkiaineessa on  erittäin  merkittävänä  lisäetuna  mahdollisuus  molemmin-
suuntaiseen  vuorovaikutukseen,  kun  seurattavaa  merkkiainetta  ja  sen  kautta  mitattavaa 
matriisia voidaan manipuloida magneettisesti. Magneettiset nanopartikkelit voi funktiona-
lisoida kohdistumaan solujen reseptoreihin ja vaikuttamaan siten paikalliseen biologiseen 
toimintaan  tai  jopa  lopettamaan  sen  apoptoosilla.97 Yhdistämällä  solukuoleman  MRI-
kuvannukseen voi varmistaa solukuoleman tapahtuvan täsmälleen halutussa kohtaa elimis-
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tössä. Käyttämällä kehon omia proteiineja nanopartikkelien suojana, aggregoimalla ne ja 
ohjaamalla aggomeraatiot magneettikentällä haluttuun kohtaan elimistössä voitaisiin mini-
moida jäljitettävyyttä ja vaikutusta ympäröiviin kudoksiin.
2.2 Liuosvuorovaikutuksia
Liuosvuorovaikutusten ymmärtäminen on keskeistä, varautuneiden partikkelien ja mole-
kyylien liuoskäyttäytymisen ymmärtämiseksi. Yleisesti kahden pistemäisen ja varautuneen 
hiukkasen väliselle potentiaalienergialle pätee98 
E ij=
z i z j e
2
4πϵ0ϵ r
        (3)
jossa z on partikkelin varaus, e alkeisvaraus, r ilmaisee partikkelien välisen etäisyyden, ε0 
on tyhjiön permittiisivyys ja ε väliaineen suhteellinen permittiivisyys. Tarkemmin reaaliti-
lannetta kuvaa Yukawa -potentiaalista johdettu yhtälö kahdelle pyöreälle partikkelille, kun 







r     (4)
jossa Q kuvaa partikkelin normalisoitua varausta, kun partikkelit ovat äärettömän kaukana 
toisistaan, κ on Debyen pituus ja a partikkelin säde.
Yhtälö  huomioi  partikkelien  varauksen  suuruuden  ja  keskinäisen  etäisyyden  lisäksi 
väliaineen kykyä mukautua ja päästää läpi ulkoista sähkökenttää. Liuosten tulkitsemiseksi 
on  tutkittava  vuorovaikutuksen  summia,  eikä  siihen  riitä  varautuneiden  partikkelien 
elektrostaattisten  vuorovaikutusten  tarkastelu  heterogeenisessä  liuoksessa.  Magneettista 
lastia kantavan proteiinin ja hyperhaarautuvan polymeerin väliset vuorovaikutukset vaati-
vat paljon syvempää tarkastelua.
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2.2.1 Kolloidiset liuokset 
Pintajännitys  johtuu kohesiivisista vuorovaikutuksista faasien sisällä.  Yleensä spesiekset 
vuorovaikuttavat sitä voimakkaammin mitä samankaltaisempia ne ovat elektrostaattisesti. 
Silloin rajapinnalla olevat osaset kokevat voimavektorin, joka osoittaa pinnan normaalina 
kohti liuosfaasin sisustaa.
Kolloidiset  liuokset  eivät  ole  termodynaamisesti  stabiileja,  sillä  suurempi  pinta-ala  σ 
merkitsee suoraan suurempaa Gibbsin vapaaenergiaa
          (5)
jossa  γ on pintajännitys.  Kolloidisten liuosten elinehtona on korkea kineettinen kynnys 
saostumiselle.  Jos  pintajännitys  olisi  negatiivinen,  silloin  pinta-alan  suurentaminen 
pienentäisi Gibbsin energiaa ja se saattaisi johtaa kolloidisten partikkelien liukenemiseen. 
Tämä edellyttää, että niiden lyofiilisyys ei vaihtele molekyylin puolten mukaan, eli partik-
kelien eri puolet ovat yhtä helposti asianomaiseen liuottimeen liukenevia. Kolloideja stabi-
loi niiden varaukset, koordinoituneet liuotinmolekyylit, surfaktantit, polymeerit tai liuotti-
men kanssa muodostuneet reaktiotuotteet.
Magnetoferritiinin tapauksessa metallipartikkeleita suojaa kiinteä ferritiinikuori. Sopivalla 
pH-alueella  proteiinikuori  saa  nettovarauksen,  joka  hylkii  samoin  varautuneita  partik-
keleita luotaan. Varausten stabiloivaa vaikutusta voidaan tarkastella DLVO-teorian avulla 
(Derjaguin,  Landuin,  Verwey,  Overbeek),  joka  kehitettiin  kuvaamaan  lyofobisten  ja 
vahvasti  varautuneiden  kolloidisten  partikkelien  stabiilisuutta.  Sen  mukaan  identtisten 





e−s /κ      (6)
jossa  A on vakio,  a on partikkelin säde  R on partikkelien keskipisteiden etäisyys,  s on 




Yhtälö (6) pätee vain tapauksille, jossa a >> κ. Kun a << κ, on käytettävä yhtälöä
V repulsio=½Aaζ
2 ln(1+e−s / κ)                (7)
Teoria ei kykene selittämään kiteytymistä. Käytännössä kolloidien liukoisuuteen vaikuttaa 
kuitenkin  myös  järjestäytymisasteen  muutokset  ja  lämpötila. Ilmiötä  voi  lähestyä 
kokeellisesti hyödyntäen esimerkiksi Gibbsin vapaaenergiaa ja entalpiaa ΔGaggl.:
          ΔGaggl.=ΔH aggl.−T ΔS aggl.                (8)
jossa  ΔHaggl. on entalpia,  T lämpötila Kelvineissä ja  ΔSaggl. entropia. Liuoksissa entropian 
vaikutus tulee huomioida myös liuotinmolekyylien ja liukoisuuden osalta.  Hydrofobiset 
komponentit pakottavat vesiliuoksessa liuotinmolekyylit järjestäytymään keskenään, mikä 
laskee entropiaa ja siksi kasvattaa agglomeroitumisen vapaaenergiaa.
2.2.2 Elektrostaattiset kaksoiskerrokset 
Ferritiini on liuoksessa polyelektrolyytti. Se tasapainottaa pinnan potentiaalinsa ympäröi-
vän  liuoksen  mukaan  luovuttamalla  ja  vastaanottamalla  ioneja,  pääasiassa  protoneja. 
Riittävän  emäksisessä  liuoksessa  eli  pI-arvonsa  yläpuolella  se  deprotonoituu  proteiini-
ketjujen sivuryhmistään ja  saa negatiivisen nettovarauksen.  Varauksen suuruus muuttuu 
pH:n  funktiona,  kun  useammat  sivuketjut  anionisoituvat.  Proteiini  on  positiivisesti 
varautunut  pI-pisteensä  alapuolella.  Partikkelin  varaus  vetää  puoleensa  vastakkaismerk-
kisiä  varauksenkantajia  luoden  ympärille  diffuusin  varauskentän.  Usein  partikkelia 
ympäröivästä  liuottimesta  voidaan erottaa useita  kerroksia,  mutta  perinteisesti  on usein 
tyydytty yksinkertaistamaan rakenne kaksoiskerrokseksi.
Eräs  varhaisista  ilmiötä  kuvaavista  teorioista  on  Helmholtzin  malli.  Se  kuvaa  pinnan 
välittömään  läheisyyteen  vastakkaisesti  varautuneen  staattisen  ioni-  ja  solvaattiverhon, 
jonka sisällä sähköpotentiaali laskee lineaarisesti saavuttaen ydinliuoksen (bulk) tason heti 
verhon jälkeen (Outer Helmholtz Plane). Malli ei huomioi lämpöliikkeen vaikutusta, joka 
sekoittaisi solvaattiverhoa. Gouy–Chapmanin teoria kuvaa solvaattiverhon dynaamiseksi ja 
vailla  tiukasti  määriteltyä  rakennetta.  Malli  kuvaa  heikosti  voimakkaasti  varautuneita 
kaksoiskerroksia.
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Sternin malli yhdistelee molempia teorioita ja se on ollut suosittu lähtökohta elektrostaat-
tisille  jatkomalleille.  Mallissa  kuvataan  tiukka  mutta  solvatoitunut  ensimmäinen  vasta-
ionikerros (Helmholtzin tai Sternin kerros), jonka ulkopuolella on edelliseen kerrokseen 
nähden vastakkaismerkkisesti varautunut Gouy–Chapmanin kerros. Mallin heikkouksia on 
oletukset pistemäisistä varauksista ja vakioisesta dielektrisyydestä, muiden vuorovaikutus-
ten  hylkääminen  sekä  viskositeetin  olettaminen  vakioisiksi  liukutason  (slipping  plane) 
ulkopuolella.  Sternin  malli  olettaa  Helmholtz-kerroksen  ioneille  finiittisen  koon,  mistä 
lienee  seurausta  toisinaan  esitetyt  potentiaalien  epäjatkuvuuskohdat  OHP:n  kohdalla 
(Kuva 8). Huomioimalla spesifisti adsorboituneet vastaionit saadaan Grahamen malli.
Ulompi Helmholtzin pinta (OHP) erottaa diffuusin ja koordinoituneen kerroksen. Läheltä 
OHP:tä voidaan erottaa liukutaso, jonka kohdalla havaittu potentiaali on  ζ-potentiaali eli 
elektrokineettinen potentiaali. Sen ulkopuolella oleva alue on tangentiaalisen jännityksen 
muokattavissa.  Zetapotentiaaliksi  kutsutaan  sitä  potentiaalia,  joka  nähdään  tämän 
liukusäteen (radius of shear) ja kaukaisen pisteen väliseksi potentiaalieroksi.
Monimuotoisten  pintojen  yhteyteen  soveltuu  paremmin  kolmois-  tai  neloiskerrosmalli, 
joka  huomioi  paremmin kemiallisilta  ominaisuuksiltaan,  varaukseltaan  ja  karkeudeltaan 
erilaiset  pinnat.100 Ferritiineillä  on  pinnallaan  erikokoisia  ja  eri  tavoin  varautuneita 
spesieksiä, joiden niiden vastaionit sijaitsevat vastaavasti eri määrissä ja eri etäisyyksillä 
ferritiinin pinnan kuvitteellisesta keskitasosta katsottuna.  Muodostuva vastaioniverho on 
paljon kompleksisempi kuin mitä Sterninkään mallilla voisi kuvata.
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Kuva 7: Elektrostaattisen kaksois-
kerroksen osia varatulla pinnalla 
Sternin mallin mukaan. IHP = 
Sisempi Helmholtzin taso. OHP = 
Ulompi Helmholtzin taso, joka 
rajaa sisemmän, kiinteämmin 
sitoutuneen ionikerroksen diffuu-
sista ulommasta kerroksesta. Zeta-
potentiaali on etäisyydellä dek 
vallitseva potentiaali Ψd.176
Elektrostaattisten kerrosten voimakkuutta ja paksuutta säätelee liuoksessa olevien ionien 




c i z i
2 (9)
jossa  c on  molaarisuus  ja  z varaus.  Hyvin  epäideaalisissa  liuoksissa  tilavuudet  eivät 
käyttäydy additiivisesti, ja silloin on käytettävä molaalisuutta b (mol/kg) molaarisuuden c 
(mol/l) sijaan.
Ionivahvoissa  liuottimissa  ionisiin  tasapainolaskuihin  tulee  selvää  virhettä.  Esimerkiksi 
H2PO4‾ -ionin dissosiaatiossa syntyvä oksoniumioni ja vahvemmin varautuva vetyfosfaatti-
ioni  vuorovaikuttavat  ionivahvuuksiltaan  erilaisten  nestefaasien  kanssa  eri  vahvuisesti. 
Konsentraation sijaan on käytettävä ioniaktiivisuuksia aion 99
         a ion= f z c ion               (10)
josta fz saadaan Debye–Hückelin rajalaista laimeille vesiliuoksille:
   log f z=−0,51z
2√I (11)
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Kuva 8: Gouy-Chapmanin (vas.) ja Sternin mallien mukaiset elektrostaattiset 
kaksoiskerrokset. OHP = Outer Helmholtz Plane.99 







Debyen  pituus  (Debye  screening  length)  κ-1 on  etäisyys,  jonka  sisäpuolella  vapaat 
varauksenkuljettajat peittävät piirittämänsä partikkelin varauksen. Sitä kuvataan yhtälöllä
κ−1=√ ϵr ϵ0 k B T2 NA e2 I (13)
jossa I on ionivahvuus yhtälöstä (9).
Ionivahvuutta kasvattamalla Debyen pituus lyhenee, jolla on selvät implikaatiot kolloidien 
stabiilisuuteen.  Ferritiinien  väliset  repulsiot  heikkenevät,  kun  varaus  neutraloituu  yhä 
lyhyemmillä  etäisyyksillä.  Tilanne  monimutkaistuu,  kun  liuokseen  lisätään  ferritiinin 
nähden  vastakkaisesti  varautunutta  hyperhaarautuvaa  PAMAM-polymeeriä.  Koska 
PAMAM tulee kokonaisuudessaan ferritiinin viereen pienemmän kokonsa tähden, ei se koe 
koordinoituneena varausten varjostamista (screening) ja vuorovaikutusten heikkenemistä 
niin  suurena  kuin  kauemmaksi  jäävä  toinen  ferritiini  (Kuva  9).  Lisäksi  PAMAMin  ja 
ferritiinin  elektroniset  kaksoiskerrokset  ovat  vastakkaisesti  varautuneet,  joten attraktiota 
esiintyy myös suolan lisäämisen jälkeen. PAMAMin ominaisuuksia käsitellään tarkemmin 
omassa luvussaan ja titrauksia koskevia tuloksia kokeellisessa osassa.
Partikkelien  kokema  potentiaali  esitetään  kuvassa  10.  Partikkelien  vuorovaikutuksissa 
etsivät  monet  voimat  tasapainoaan,  kuten  elektrostaattiset,  lyofiiliset  ja  dispersiiviset 
voimat. Potentiaaleja voidaan muuttaa monin eri  tavoin, joista liuoksen ionivahvuus on 
tämän tutkimuksen kannalta tärkeimpiä tekijöitä. Lisäämällä paljon elektrolyyttiä voidaan 
saada toinen minimi vuorovaikutusten voimakkuutta kuvaavan potentiaaliseinän etupuo-
lelle,  mikä voi johtaa flokkulaatioon koagulaation sijaan.  Mitä pidemmällä agglomeroi-
tuminen on, sitä  pienempi on Debyen pituus partikkelin kokoon verrattuna ja sitä helpom-
min seuraa palautuvaa flokkulaatiota. Sekoitus  riittää  redispergoimaan flokkulaatiot. Mitä
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suurempi partikkeli on, sitä voimakkaammat on VdW-vuorovaikutukset ja sitä varmemmin 
tapahtuu  koagulaatiota.  Liuosparametrit  kuten  ionivahvuus  vaikuttavat  paikallisiin 
minimeihin, jotka johtavat palautuvampiin flokkulaatioihin.
Kun ferritiiniä titrataan PAMAMilla, Debyen pituus pienenee myös, koska agglomeraation 
varaustiheys laskee PAMAMin neutraloidessa ferritiiniä. Tämä saattaa johtaa agglomeerien 
koon  rajautumiseen,  koska  repulsiofunktion  maksimi  on  fyysisen  pinnan  varaukseen 
verrannollinen. Jos partikkelin pinnan varaus ei pienene liuoksen ionivahvuuden muuttu-
essa,  repulsiofunktion  integraali  eli  potentiaaliseinän  kokonaisvahvuus  pienenee  ja 
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Kuva 10: Ero koaguloitumisen ja flokkuloitumisen 
välillä.99 Flokkuloituneet partikkelit sijaitsevat 
harmaalla merkityssä potentiaaliminimissä, joka 
muodostuu kun κ-1 on kyllin lyhyt suhteessa partikke-
lien kokoon. Koagulaatiota varten partikkelien on 
ylitettävä korkea potentiaalivalli, jota vihreät viivat 
kuvaavat.
rD = Debyen pituus, a = partikkelin koko, s = 
partikkelien etäisyys toisistaan ja V = partikkelien 
kokema potentiaali etäisyydellä s.
Kuva 9: Ionivahvuuden vaikutus Debyen pituuteen 
PAMAM–Fn-agglomeereissa. PAMAM-kerroksen 
paksuus on mielivaltainen, mutta κ-1:n verrannollinen. 
Ulompi sininen kehä kuvaa κ-1:a kun I = 10 mM ja 
sisempi kun I = 100 mM NaCl. Ferritiinin pinta-
varauskarttaa ei ole sovitettu kuvaan tarkoin ja κ-1:n 
suuruus ja laatu oletetaan virheellisesti kauttaaltaan 
homogeeniseksi.
partikkelit tarvitsevat vähemmän energiaa päästäkseen kontaktiin keskenään. Kontakti on 
aggregaation ja kemiallisen reaktion edellytys. 
Koska  suolaisissa  liuoksissa  Debyen  pituus  on  lyhyempi,  olisi  suolan  lisäämisellä 
agglomeraatioita pienentävä vaikutus, mutta muitakin vaikutusmekanismeja on. Varauksen 
peittyminen  vastaioneista  on  vahvempaa  kahden  samanmerkkisen  alueen  välillä,  koska 
ionit  keräytyvät  vahvemmin,  jos  ympäristö  on  niille  monesta  suunnasta  attraktiivinen. 
Kahden  vastakkaisesti  varautuneen  alueen  välillä  tapahtuu  vastaionien  desorptiota. 
Ionivahvuus ei ole siis vain proteiinin pinnan muotojen ja varausten funktio, vaan myös 
seurausta  aggregaatiotilasta  sekä  mahdollisesta  kiderakenteesta.  Nämä  ovat  suurimpia 
puutteita  kuvassa  9.  Varsinaisia  PAMAMin  ja  ferritiinin  agglomeraatioita  käsitellään 
seuraavissa luvussa.
Agglomeraatin  rakenne  ja  kiteiset  alueet  vaikuttavat  näytteiden  käyttäytymiseen. 
Sekoittuminen  pipetoidessa  ja  TEM-näytettä  valmistettaessa  leikkaa  (shear)  näytettä. 
Vuorovaikutukset  astian  seinämien  tai  TEM-näytehilan  kanssa  voivat  repiä  näytettä. 
Vaikutus  kohdistuu  ensisijaisesti  heikommin  järjestäytyneisiin,  geometrisesti  heikosti 
tuettuihin kohtiin agglomeraatioissa. Kun rakenteita on kerran purettu, ne tuskin hakeu-
tuvat  täysin  vastaavaan  konformaatioon,  koska  rakenteet  ovat  purkautuneet  osittain  ja 
kineettien polku takaisin samankokoisiin agglomeraatioihin on hyvin erilainen kuin miten 
niihin edellisellä kerran päädyttiin. Sekoittaminen ja etenkin kuumentaminen voi irrottaa 
ioneja elektrostaattisista kerroksista lyhyellä aikavälillä muuttaen näin partikkelien vuoro-
vaikutusten voimakkuuksia,  mikä voinee ehkäistä jopa kaikkien pienintenkin muutosten 
reversiibeliä palautumista konformaatiomuutoksista tai agglomeraation repeämistä.
Agglomeraatioiden ikääntyminen ja koaguloituminen helpottuu, jos kuvan 10 esittämässä 
potentiaalivallissa on lokaaleja minimejä. Elektrostaattiset ja Van der Waalsin vuorovai-
kutukset pitävät partikkeleita lähekkäin vastustaen Brownin liikettä, kunnes jokin lisätekijä 
kuten terminen virittyminen saa partikkelin ylittämään energiavallin. Ulkoinen magneetti-
kenttä voi aiheuttaa gradientteja paramagneettisten partikkelien tai superparamagneettisten 
klustereiden läheisyyteen muuttaen radikaalisti potentiaalikarttaa. Tämän seurauksena voi 
tapahtua reversiibeliä agglomeroitumista tai ilmaantua paikallisia energianiminimejä, jotka 
saattaisivat kiihdyttää saostumista tai muita liuoksen ikääntymisefektejä. Magneettikenttä 
voi  myös  muokata  konformaatiota  ja  järjestäytyneisyyttä.  Esimerkiksi  magneettisen 
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dipolivoiman  on  laskettu  ohjaavan  partikkelit  ketjuiksi  tai  tasoiksi,  kun  magneettinen 
dipolivoima saavuttaa elektrostaattiseen kaksoiskerrokseen assosioituneen energiavallin.101 
Magneettisuus nanomittaluokassa poikkeaa monista muista vuorovaikutuksista siinä, että 
se  on  kytkettävissä  päälle  ja  pois.  Poistamalla  ulkoisen  magneettikentän  saataisiin 
pintagradientit kadotettua ja tilanne palautuisi alkutilanteeseen.102 
2.2.3 Ferritiinin järjestäytyminen ja sitoutuminen
Ferritiinin  järjestäytymiseen  ja  sitoutumiseen  vaikuttaa  monta  tekijää.  Tyypillisesti 
nanopartikkelien  keskinäisessä  sitoutumisessa  kilpailee  dipoli–dipoli-vuorovaikutukset 
sekä Van der Waalsin voimat, joista ensimmäinen skaalautuu tilavuuden ja jälkimmäinen 
partikkelin säteen funktiona. Mitä pienempi partikkeli, sitä keskeisempiä VdW-voimat ovat 
suhteessa  dipolisiin  vuorovaikutuksiin.103 Absoluuttisesti  mitattuna  VdW-voimat  ovat 
voimakkaimmillaan  suuremmille  partikkeleille.  Ferritiinin  tapauksessa  koko  partikkelin 
kattavaa  dipolista  vuorovaikutusta  ei  ole,  jollei  magneettista  ydintä  huomioida. 
Magneettisuuden muutoksia järjestäytymisen myötä sekä elektrostaattisia vuorovaikutuksia 
käsitellään myöhemmissä luvuissa.
Ferritiinin isoelektrinen piste (pI) on lähellä pH-arvoa 4,5. Ferritiinin pinta on keskimäärin 
negatiivisesti  varautunut  pI-arvon  mukaisen  pH-arvon  yläpuolella.  Tämä  vaikuttaa 
ferritiinin agglomeroitumiseen positiivisten partikkelien kanssa sekä sen kykyyn vastaan-
ottaa pieniä kationeja. Liuoksen pH vaikuttaa ferritiinin adsorptioon mm. metallipinnoille 
johtuen  elektrostaattisista  vuorovaikutuksista.  Pinnan  pI-arvo  vaikuttaa  voimakkaasti 
absorptioon, sillä vastakkain varautunut pinta adsorboi ferritiiniä paremmin.21
Ferritiinin  sitoutumista  pinnoille  edistää  pinnan  hydrofiilisyys104 ja  varautuneisuus105. 
Funktionalisoitu  ferritiini  voi  saada  uusia  ominaisuuksia  kuten  hydrofobisuuden,  joka 
muuttaa sitoutumista pintaan.106 Samalla voidaan vaikuttaa myös ferritiinin keskinäiseen 
sitoutumiseen.
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Ferritiini  voi  saada  myös  hallitsemattomasti  uusia  oiminaisuuksia  denaturaation  kautta. 
Ferritiinin dimeerit ja trimeerit voivat olla merkki denaturoitumisesta. Puhdas monomee-
rinen  ferritiini  adsorptoituu107 ja  järjestäytyy108 osoitetusti  eri  tavalla  kuin  jos  se  olisi 
seostettu vähäisissäkään määrin dimeerien ja trimeerien kanssa. 
Ferritiinin  järjestäytymisellä  on  merkitystä  esimerkiksi  katalyysisovelluksissa. 
Odotettavissa on,  että  agglomeroitunut  ferritiini  on katalyyttisesti  heikompi kuin vapaa 
verrokki kuten platinananopartikkeleiden tapauksessa.94 Lähtöaineiden ja reaktiotuotteiden 
on  vaikeampaa  päästä  diffundoitumaan  pois  katalyyttisestä  ytimestä  erityisesti  jos 
agglomeraatio  on  tiivis.  Toisaalta  suuremmilla  partikkeleilla  on  suhteellisesti  suurempi 
magneettinen vetovoima verrattuna väliaineen aiheuttamaan liikevastukseen ja Brownin 
liikkeeseen, joten suuremmat agglomeerit reagoivat vahvemmin magneettikenttään, mikä 
mahdollistaa  magneettisen  erottelun.109 Katalyyttisen  aktiivisuuden  ja  magneettisuuden 
muutoksia agglomeraatiotilan funktiona käsitellään omissa alaluvuissaan.
2.2.3.1 PAMAM-dendrimeerit ja ferritiinin sitominen
Poly(amidoamiini)-dendrimeeri eli PAMAM on hyperhaarautuva polymeeri, joka koostuu 
keskusmolekyyliä  lukuunottamatta  samasta  toistuvasta  ja  haarautuvasta  monomeeristä. 
Dendrimeerit voidaan valmistaa molekyylirakenteiltaan ja -painoiltaan erittäin homogee-
nisiksi. Molekyylin suuruus ilmaistaan kertaluvulla, joka ilmaisee miten monta monomee-
riä on ketjutettu  ytimestä eteenpäin laskien jokaiseen molekyylin haaraan. PAMAM on 
eräs tunnetuimmista ja laajimmin sovelletuista dendrimeereistä (Kuva 11).
PAMAMin kertaluku vaikuttaa sen kokoon, kokonaisvaraukseen, pääteryhmien määrään ja 
entrooppisiin tekijöihin, johon on huomioitava myös liuotinmolekyylien järjestäytyminen. 
Pääteryhmät ovat dendrimeerien yksi olennaisista kohdista. Koska suuri osa pääteryhmistä 
on  ympäröivään  liuokseen  yhteydessä,  on  pääteryhmien  muokkaaminen  tehokas  keino 
vaikuttaa  koko  polymeerin  vuorovaikutukseen  ympäristönsä  kanssa  ja  siten  myös 
kemialliseen aktiivisuuteen.110–112 
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PAMAM  on  polyelektrolyytti,  jonka  varautuminen  tapahtuu 
pH:n  funktiona.  Amiinien  pKa on  >8.  Niiden  positiivinen 
varaus kasvaa matalampaan pH:n kuljettaessa. Ferritiinillä on 
vastakkainen varaus,  joka pienenee  matalampaan pH-arvoon 
mentäessä. Ferritiini ja PAMAM kokevat toisiaan puoleensa-
vetävää elektrostaattista vuorovaikutusta pH-välillä  5-8.  Kun 
pH on alle 4,5:n tai yli 8:n, ovat PAMAM ja Fn samanmerk-
kisesti varautuneet, ja ne repulsoivat toisiaan. PAMAM pysyy 
melko  muuttumattomana  halkaisijaltaan  pH:n  vaihtuessa113, 
joskin oikeissa oloissa se kykenee klusteroitumaan itsekseen.
Dendrimeerihin luetaan myös dendronit, joita voisi luonnehtia 
epäsymmetrisiksi dendrimeereiksi. Niissä keskusryhmä kasvaa 
dendrimeeriksi  vain  toisesta  päästään  jättäen  keskusryhmän 
paljaaksi, millä on ylimääräisiä vaikutuksia järjestäytymiseen. 
Spermiinillä funktionalisoidun PAMAM-dendronin on havaittu 
sitoutuvan eri tavoin CCMV-viruskapsidin (Cowpea Chlorotic 
Mottle Virus) pintaan kertaluvusta riippuen (Kuva 12). Ensim-
mäisen kertaluvun (G1) kiinnittyi  kaikilla varautuneilla osil-
laan  viruksen  pintaan  viruksen  varautuneiden  huokosten 
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Kuva 11: PAMAM-dendrimeerin 
molekyylirakenne kertaluvulla 2 ja 
amiinipäätteillä. Ydinryhmänä on 
eteenidiamiini (EDA).115
Kuva 12: G1 ja G2 
-dendronien sitoutumi-
nen viruspartikkelien 
(V1, V2, V3) kanssa.106
kohdalle  ja  aiheutti  aggregaatiota  hydrofobisten  vuorovaikutusten  kautta,  kun hydrofo-
binen keskusryhmä jäi liuosta vasten. Sen sijaan toisen kertaluvun (G2) dendroni jätti osan 
varautuneista polymeeriketjujen päistä liuokseen ja toimi elektrostaattisena siltana virusten 
välillä. Eron spekuloitiin johtuvan G1:sen suuremmasta taipuisuudesta ja G2:den suurem-
masta varauksesta. G1:llä funktionalisoitu virus jäi nettovarauksettomaksi, kun G2 antoi 
positiivisen  kokonaisvarauksen.106 Tämä  efekti  ei  ole  todennäköinen  funktionalisoimat-
toman  PAMAM-dendrimeerin  kanssa,  koska  voimakaskaan  pääteryhmien  adsorptio  ei 
paljasta hydrofobisia osia. Dendrimeerin vuorovaikutukset ovat kokonaisvaikutukseltaan 
erilaiset.
2.2.3.2 Ferritiinin ja PAMAMin agglomeraatiot
Privman et al. esittämän mallin mukaan agglomeerien muodostuminen tapahtuu erilaisten 
kineettisten vaiheiden kautta.114 Vaikka mallia sovelletaan hyvin erilaiselle systeemille kuin 
homogeeniselle  yhden  komponentin  liuokselle,  vaikuttaa  ferritiini–PAMAM-titraus 
etenevän  samankaltaisten  vaiheiden  kautta  DLS-mittausten  ja  TEM-kuvannuksen 
perusteella.
Mallin mukaan sekundääriset partikkelit saavat alkunsa pienistä klustereista, joista vain osa 
kasvaa nukleaatiokynnyksen yli niin suureksi, että ne eivät hajoa satunnaiseen primäärien 
partikkelien  desorptioon,  vaan  kasvu  jää  todennäköisimmäksi  tapahtumaksi.  Niiden 
muodostuminen  vastaisi  ferritiinien  ja  PAMAMin  muodostamia  klustereita  ja  niiden 
kasvamista  agglomeereiksi.  Kineettisesti  stabiloituneet  klusterit  jatkaisivat  kasvuaan 
kaappaamalla ennen kaikkea vapaita singlettejä, tässä tapauksessa ferritiiniä, sitä mukaa 
kun  PAMAM  yhtyy  joko  yksittäisiin  ferritiiniin  tai  agglomeraatioiden  pinnoille 
neutraloimaan ferritiinien negatiivista varausta.
Ferritiini–PAMAM-agglomeereja  monimutkaistaa  niiden  koostuminen  kahdesta 
komponentista  ja  komponenttien  erilaiset  pintavaraukset.  Riippuu  lisättävien 
komponenttien  lisäyssuhteista,  että  kumpi  jää  agglomeerien  pinnalla  enemmistöön  ja 
määrittää  agglomeerien  pintavarauksen.  Kun  jompaa  kumpaa  komponenttia  lisätään 
ylimäärin,  stabiloi  se  agglomeereja  muodostamalla  niiden  pinnalle  samanmerkkisen 
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kerroksen. Agglomeereja voidaan kasvattaa lisäämällä alimäärin olevaa komponenttia. On 
myös todennäköistä, että klusterit yhtyvät toisiinsa.
Taulukossa 1 annettujen arvojen nojalla  voidaan arvioida raja-arvo sille,  milloin lisätty 
PAMAM  riittäisi  peittämään  ferritiinimatriisin  kaikki  välit  ja  pinnat  eli  stabiloimaan 
agglomeerit. Oletetaan taulukossa annettujen halkaisijoiden pätevän myös pinnalle absor-
boituneissa molekyyleissä, ja että PAMAM peittää pinnan 100 % tehokkuudella eli ilman 
aukkoja  tai  kaksinkertaista  peittoa.  Tutkimuksessa  käytetty  PAMAM G3 -dendrimeerin 
paino on 6909 g/mol ja sen laskennallinen halkaisija on 36 Å tai alle, mikä on suhteellisen 
pH-riippumaton muuttuja (Kuva 13). Pintafunktionaalisia eli haaran päättäviä ryhmiä on 
32 (Taulukko 1), mikä merkitsee 32 varautunutta ryhmää happamissa liuoksissa.115 










0     517 15     4
1   1430 22     8
2   3256 29   16
3   6909 36   32
4 14215 45   64
5 28826 54 128
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Kuva 13: PAMAM G4-NH2-
dendrimeerin radiaalinen 
tiheysjakauma pH <5:ssä (vihreät 
kolmiot), neutraalissa pH:ssa 
(punaiset pallot) ja pH >10:ssa 
(mustat neliöt). Molekyylin 
halkaisija pysyy lähes samana, 
mutta molekyylin järjestäytyminen 
muuttuu. Matalassa pH:ssa 
molekyyli on tiheämpi reunoiltaan 
kuin korkeassa pH:ssa. Referenssi-
pisteenä on käytetty massakeski-
pistettä. Kuvat ovat Molecular 
Dynamics -simulaatiosta.113
Säteeltään 6 nanometriselle pallon pinnalle saadaan pakattua halkaisijaltaan 22 Å olevia 
G1-molekyylejä noin 119 kappaletta ja 36 Å G3-kiekkoja 44 kpl. Jos jokainen ferritiini 






Oletetaan  käytetyn  ferritiinin  painoksi  mineraaliytimineen  480  kDa.  Kaavan  mukaan 
reaktioliuokseen  tulisi  lisätä  G1:tä  0,355-kertaisesti  ja  G3:a  0,640-kertaisesti  lisätyn 
ferritiinin  verran  massoissa  mitattuna,  jotta  jokainen  proteiini  saataisiin  kauttaaltaan 
peitetyksi.  Näillä  lisäyssuhteilla  olisi  aggregaateissa  ferritiinien  välissä  kaksinkertainen 
kerros PAMAMia. Jakamalla arvot kahdella saadaan lopullisiksi lisäyssuhteiksi noin 0,18 
ja  0,32,  joilla  saataisiin  yksinkertainen  kerros  PAMAMia  agglomeraation  matriisiksi. 
Käytännössä  näin  paljoa  ei  tarvittane,  sillä  ferritiinin  pinta  ei  ole  homogeenisesti 
varautunut, vaan agglomeroitumiseen riittää että PAMAM peittää vain kaikkein negatiivi-
simmin varautuneet kohdat.
Polymeerien koon vaikutusta nanopartikkelien elektrokineettiseen potentiaaliin on tutkittu 
muun  muassa  viruksilla.  Suurten  polymeerien  on  havaittu  vaikuttavan  virusten 
elektrokineettiseen potentiaaliin voimakkaammin kuin pienet polymeerit.116 Vaikutus voi 
perustua  polymeerien  keskinäiseen  repulsioon,  jonka  seurauksena  viruksen  tietylle 
varautuneelle  kohdalle  pääsee  kiinnittymään  vain  yksi  polymeeri.  Suurten  polymeerien 
kokonaisvaraus on suurempi kuin pienten, joten niiden vaikutus partikkelin varaukseen on 
suurempi.
Dendrimeereillä  vaikutukseen  tuo  oman  lisänsä  se,  että  suuremmat  dendrimeerit  ovat 
enemmän  haaroittuneet,  jonka  vuoksi  niiltä  voi  jäädä  useampi  sivuhaara  vapaaksi 
liuokseen kuin matalamman kertaluvun dendrimeereillä tai saman kertaluvun dendroneilla. 
Liuoksessa  vapaana  olevat  ketjujen  päät  muokkaisivat  siis  zetapotentiaalia  sitä 
voimakkaammin, mitä haaroittuneempi polymeeri on.
Dendrimeerit  ovat potentiaalisempia agglomeroijia  kuin lineaariset  polymeerit,  mikä on 
seurausta  dendrimeerien  epälineaarisesta  topologiasta.  Keskeltä  kasvava  molekyyli  on 
rakenteeltaan huomattavan paljon tukevampi kuin pitkä laskostunut lineaarinen molekyyli. 
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Dendrimeeri  ei  pääse leviämään pinnalle  samoin kuten lineaarinen polymeeri,  vaan jää 
keskipisteensä ympärille, jolloin isompi osa molekyylin haaroista jää liuokseen vapaaksi. 
Suurempi  määrä  vapaita  pintaryhmiä  merkitsee  suurempaa  määrää  sitomaan kykeneviä 
ryhmiä,  mikä  merkitsee  potentiaalia  hyvin  voimakkaaseen  kiinnittymiseen  toisen 
partikkelin  pinnalle.  Lisäksi  dendrimeerillä  on  lineaarisiin  polymeereihin  verrattuna 
enemmän  primäärisiä  funktionaalisia  ryhmiä,  jotka  ovat  steerisesti  vapaampia  ja 
elektrostaattisesti stabiloimattomampia kuin sekundääriset tai tertiääriset ryhmät, ja siten 
paremmin sitomiseen kykeneviä. Hypoteesin testaaminen jätettiin tutkielman ulkopuolelle.
 
2.2.3.3 Labiilit polymeerit agglomeraatioiden sidospolymeereinä
Agglomeraation voimakas stabiilius voi olla ei-toivottu ominaisuus. Käyttämällä labiileja 
polymeerejä  partikkelien  agglomeroimiseen  voitaisiin  agglomeroitumista  ja  sen 
purkautumista  hallinnoida  paremmin.  Esimerkiksi  Kostiainen  et  al.  tutki  spermiinillä 
pintafunktionalisoitua PAMAM-dendronia ja sen soveltamista agglomeereissa. Agglomee-
rit kyettiin hajottamaan nopeasti UV-pulssilla. Toiminto on toistettavissa moneen kertaan. 
Dendronin lisääminen palauttaa agglomeerit ja UV-valotus hajottaa ne.117
Fotolabiilien  sidosten  käyttö  mahdollistaisi  myös  paikkaselektiivistä  katalysoinnin 
aloittamista  tai  päättämistä  kehossa  tai  reaktorissa:  ferritiini  voitaisiin  tuoda  suurina 
klustereina  reaktioastiaan,  jolloin  ne  ovat  magneettisesti  yhä  hallittavissa  ja  inertimpiä. 
Kun  ferritiini  on  saatu  haluttuun  sijaintiin,  voidaan  sen  tehollista  aktiivisuutta  nostaa 
vapauttamalla  ne  valolla  klustereistaan.  Tällä  on  ilmiselviä  sovelluksia  myös  lääketie-
teessä. Ferritiiniä ja lääkeainetta sisältäviä agglomeereja voitaisiin ohjailla magneettiken-
tällä  haluttuun  osaan  kudosta,  jonka  jälkeen  valopulssilla  saadaan  sekä  vapautettua 
lääkeaine kohdekudoksessaan että tuotua ferritiini toivottuun sijaintiin hypertermiahoitoa 
varten.118 
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2.3 Diffuusio ja effuusio
Termodynamiikan  toisen  pääsäännön  mukaan  eristetyn  systeemin  entropia  kasvaa 
spontaanisti.  Käytännössä  tämä  havaitaan  diffuusiossa,  joka  tapahtuu  spontaanisti 
konsentraatiogradienttia  myöten  pienemmän  konsentraation  suuntaan.  Se  on  seurausta 
Brownin liikkeestä ja tilastollisuudesta.
Diffuusio esiintyy tässä tutkielmassa kahdessa yhteydessä. Se vaikuttaa agglomeraatioiden 
muodostumisnopeuteen  ja  lopputuloksen  muotoon  (diffusion-limited  aggregation, 
Brownian  trees).  Toisekseen  diffuusion  oletetaan  olevan  syy,  miksi  aggregoitunut 
magnetoferritiini on aktiivisuudeltaan heikompi kuin vapaa magnetoferritiini. Agglomeraa-
tioiden sisällä  oleviin partikkeleihin on reagenssin diffusoiduttava pitemmän etäisyyden 
verran kuin agglomeerien pinnalla oleviin magnetoferritiineihin. Diffuusio tai effuusio on 
hitaampaa agglomeereissa kuin sitä ympäröivässä liuottimessa, ja voidaan approksimoida, 
että  agglomeerien  sisällä  ei  tapahdu  konvektioita.  Valmistusmenetelmästä  riippuen  on 
agglomeraatioissa todellisuudessa kooltaan ja muodoltaan erilaisia huokosia, joiden kautta 
konvektiot  ja  vähemmän  rajoittunut  diffuusio  ovat  mahdollisia.119,120 Tällä  on  suuri 
merkitys muun muassa katalyyttisissä sovelluksissa. 
2.3.1 Diffuusio agglomeroitumista rajoittavana tekijänä
Diffuusio on merkittävä tekijä aineen kiteytymisessä ja agglomeroitu-misessa. Diffuusio-
nopeus rajoittaa partikkelien pääsyä toistensa yhteyteen, mikä rajoittaa kasvunopeutta. Jos 
partikkelien kiinnittymiset toisiinsa ovat riittävän palautuvia, partikkeleilla on hetken aikaa 
hakeutua  termodynaamisesti  edullisempaan  matalaenergiseen  konfiguraatioon  ennen 
lopullista  kiinnittymistä  ja  kiteen  kasvua eteenpäin.  Reaktiorajoitteista  kasvua  pidetään 
edellytyksenä tasalaatuisten ja tiiviiden kiteiden muodostumiseen. Niiden muodostamiseksi 
voidaan tarvita ydintymiskeskuksia, jotka auttavat ydintymiskynnyksen yli. Sen sijaan jos 
ydintyminen tapahtuu hyvin nopeasti esimerkiksi suuren konsentraation tai voimakkaiden 
attraktioiden  tähden,  ja  varsinkin  jos  spesiekset  ovat  monimutkaisia  tai  heterogeenisiä 
partikkeleita, on lopputulos usein heikosti järjestäytynyt huokoinen agglomeraatio.
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Kun  muodostuvien  klusterien  annetaan  liikkua  vapaasti,  päätyvät  ne  ennen  pitkää 
kontaktiin toistensa kanssa. Jos kiinnittymiset ovat verrattain palautumattomia, muodostuu 
Brownian trees -muotoisia fraktaalimaisia agglomeraatioita. Fraktaaleille on tyypillistä se, 
että sama motiivi toistuu useissa kokoluokissa: yksityiskohta agglomeraatiossa muistuttaa 
muodoltaan  koko  agglomeraatiota.  Diffuusiorajoitteiselle  ja  kehittymiskaarensa  läpi 
monodispersille  kolloidiagglomeraatiolle  voidaan  yleistää  kemiallisista  ominaisuuksista 
riippumattomasti toistuvuutta ilmaisevaan kaavaan:
m∝LD (15)
jossa  m kuvaa toisiaan muistuttavien kappaleiden saatavaa lukumäärää, kun alkuperäinen 
kappale  jaetaan  jokaisen  fraktaalidimensionsa  D (Hausdorff–Besicovitschin  dimensio) 
suhteen  L moneen osaan. Fraktaalidimension suuruus vaikuttaa muodostuneen klusterin 
tiiveyteen,121 ja se on yksinkertaistettuna seurausta partikkelien keskinäisten vuorovaiku-
tusten suuruudesta, kun attraktiivisista vuorovaikutuksista on vähennetty repulsiot. Palau-
tumattomien kiinnittymisten tapauksessa  D on < 2, ja muodostuneet agglomeraatiot ovat 
avoimia  ja  ketjuuntuneita,  siis  myös  fraktaalimaisempia,  ja  puhutaan  diffuusio-
rajoitteisuudesta tai kineettisestä tuotteesta. Mitä reversiibelimpää on vuorovaikuttaminen 
(pintareaktiorajoitteinen tapaus),  sitä  suurempi  on  D ja  sitä  tiiviimpi  agglomeraatio,  ja 
todennäköisesti  myös  sitä  termodynaamisesti  tyydyttyneempi  muoto  on.  Tiiviille  ja 
pyöreälle  ferritiiniagglomeraatiolle  D lähestyy  arvoa  3.  Pintareaktio-  ja  diffuusiorajoit-
teisten vaihtoehtoja erottaa partikkelien pintavarausten repulsioiden voimakkuudet, liuotti-
men ionivahvuus ja koostumus, sekä partikkelien pinnalle adsorboituneet molekyylit.122  
Mitä reversiibelimpiä reaktiot ovat, sitä reaktiorajoitteisempaa vuorovaikutus on.
2.3.2 Effuusio katalyyttistä aktiivisuutta rajoittavana tekijänä
Kun molekyyli kulkee keskimääräistä vapaata matkaa (mean free path) kapeamman reiän 
läpi,  molekyylin  voidaan  olettaa  kulkevan  reiän  kautta  törmäämättä  muihin  vapaisiin 
molekyyleihin.  Tällöin  puhutaan  diffusion  sijaan  ilmiöstä  effuusio.123 Partikkelien 
huokosissa tapahtuva diffuusio ja effuusio etenee useita kertoja hitaammin kuin liuoksessa, 
jossa  liike  on  vapaampaa  ja  konvektiot  ovat  todennäköisiä.  Hidas  diffuusio  merkitsee 
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jyrkkää konsentraatiogradienttia. Agglomeraatioiden sisällä on reagenssivajausta suhteessa 
ympäröivään reaktioliuokseen. 
Yang ja Chasteenin mukaan positiivisten nitroksidiradikaalin effuusiota ferritiiniin voidaan 
kuvata pian effuusion alkamisen jälkeen seuraavalla yhtälöllä123
       ln ([A]e−[A ])−ln [A]e=−k−1 t        (16)
josta saadaan yleisemminkin sovellettavissa oleva yhtälö
         [A]=[A ]e(1−exp(−k−1 t))                   (17)
jossa  [A]e on  aineen  A tasapainokonsentraatio  ferritiinin  sisällä,  [A]  konsentraatio 
ajanhetkellä t ja k-1 on takaisineffuusion nopeusvakio.
Koska  ferritiinien  sisätilavuus  on  paljon  pienempi  kuin  proteiinin  ulkopuolella  olevan 
liuoksen tilavuus, voidaan olettaa liuoksen konsentraation  A0 pysyvän muuttumattomana 
lyhyellä  aikavälillä.  Ferritiinin sisällä  oleva konsentraatio  As kasvaa,  ja  takaisineffuusio 
liuokseen on konsentraation funktio. Näin effuusio sisään on kineettisesti nollatta astetta ja 
uloseffuusio  ensimmäistä  astetta.19 Sama  malli  voitaneen  siis  laajentaa  koskemaan 
laajempaa kokonaisuutta, ferritiiniagglomeraatiota ja sen katalyyttistä aktiivisuutta.
Ferritiiniagglomeraatioiden  effuusiota  voidaan  yksinkertaistaa  ajattelemalla  ferritiineistä 
koostuvaa välittäjäketjua,  jossa jokainen ferritiini  kuluttaa osan läpi  kulkevasta  lähtöai-
neesta  omissa  katalyysireaktioissaan  ennen  kuin  välittää  osan  saamastaan  lähtöaineesta 
seuraavalle  ferritiinille.  Tällöin  mitä  kauempana  ferritiini  on  liuosrajapinnasta,  sitä 
pienempi osuus lähtöainetta sille asti selviää. Jos oletetaan substraattirintaman etenemisen 
kulkevan  häiriöittä  konsentraatiogradientin  suuntaisesti  agglomeraation  ytimeen,  ja  jos 
oletetaan lähtöaineelle puoliintumisaika  t, saadaan yhtälön 17 kanssa analoginen yhtälö, 
joka ilmoittaa lähtöaineen konsentraation A etäisyydellä R liuoksen lähtökonsentraation Ae 
funktiona. Ideaalisti tarkasteltuna suurille agglomeereille (pinta ei ole kaareutuva) pätee 
tasapainotilanteissa  yhtälön  sellainen  muoto,  jossa  aika  t on  korvattu  etäisyydellä  R 
pinnasta laskettuna. Reaalitilanteessa agglomeereilla on kuitenkin äärellinen koko ja pinta 
on  kaareutuva.  Tällöin  pintaspesieksiä  on  oletettua  paljon  enemmän ja  agglomeraation 
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pinnan  merkitys  katalyysissä  havaitaan  entistäkin  suuremmaksi.  Jos  agglomeraatioiden 
halkaisijaa  kasvatetaan,  saadaan  siis  kaksinkertainen  vaikutus  aktiivisuuden  vähentä-
miseksi: agglomeraation ytimeen riittää vähemmän lähtöainetta jolloin ytimen aktiivisuus 
laskee, ja ydintä aktiivisempien pintaspesiesten suhteellinen osuus laskee.
Tutkielmassa sovellettua katalysoidun osoitusreaktion etenemistä voidaan mallintaa myös 
Michaelis–Mentenin mekaniikalla. Reaktion etenemistä kuvaa yhtälö:
       v=
V max [S ]
K m+[S ]
               (18)
jossa  Vmax on  reaktion  etenemisen  maksiminopeus,  [S]  lähtöaineen konsentraatio  ja  Km 
Michaelis–Mentenin vakio. Jotta mallia voisi hyödyntää tutkimuksessa, tulisi sille ensin 
määrittää  kokeellisesti  Km.  Michaelis–Mentenin  heikkoutena  on  oletus  nopeasta 
diffuusiosta katalyytin pinnalle ja siltä pois.
2.4 Magnetismi 
Magnetismi saa alkunsa varauksenkuljettajien liikkeestä. Atomitasolla merkittäviä tekijöitä 
on  elektronien  kiertoliike  ytimen  ympärillä  eli  ratamomentti  (magneettinen  dipolimo-
mentti)  ja  elektronien  spinit  (spinmagneettidipolimomentti),  joista  spinin  vaikutus  on 
vahvempi.  Paulin  kieltosäännön  seurauksena  elektronipareilla  spinien  vaikutukset 
summautuvat nollaksi. Yksittäiset elektronit toimivat magneettisesti, mutta ilman elektro-
nien  keskinäistä  järjestäytymistä  vaikutus  jäisi  pieneksi.  Atomiytimen  magneettinen 
vaikutus on elektroneihin verrattuna häviävän pieni.
Elektronien  spinit  vaikuttavat  toisiinsa  ja  riittävän  matalissa  lämpötiloissa  niiden 
vuorovaikutus riittää vastustamaan lämpöenergian satunnaistavaa tekijää.   Vierekkäisten 
elektronien spinit voivat järjestäytyä vuorovaikutuksen myötä magneettisiksi alkeisalueiksi 
(magnetic domain),  joilla spinien järjestys on säännönmukaisesti  toistuvaa. Koska koko 
kappaleen  kattava  järjestelmä  on  energeettisesti  vaativa,  jakautuu  makroskooppinen 
kappale lukuisiin erillisiin magneettisiin alueisiin. Alueita erottaa alkioseinämiä (domain 
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wall),  joiden sisällä dipolien suunnat  ovat  liukuvasti  viereisten alkioiden dipolisuuntien 
väliltä.  Myös  seinämiin  liittyy  energia,  minkä  vuoksi  kappaleiden  magneettinen 
kokonaisuus  ei  koostu  myöskään  vain  alkioseinämista.  Matalimman  energian  tila 
saavutetaan materiaali- ja olosuhdespesifillä alkeisalueiden koolla.
Keskeisimmät magneettiset järjestäytymiset voidaan jakaa muutamaan tapaukseen (kuva 
14).  Jos  keskinäinen  vuorovaikutus  asettaa  spinit  samansuuntaisiksi,  on  materiaali 
ferromagneettinen, ja sillä on verrattain vahva remanesenssi eli ilman ulkopuolista kenttää 
pysyvä  vahva  magneettikenttä.  Vuorotellen  vastakkaissuuntaisesti  järjestyvät  spinit 
merkitsevät antiferromagnetismia. Jos vastakkaisiin suuntiin vaikuttavat alkeisdipolit eivät 
riitä kumoamaan toistensa vaikutusta, on kyseessä ferrimagnetismi. Jos kappaleella ei ole 
selviä spineistä johtuvia dipoleja, jää vahvimmaksi efektiksi magneettinen dipolimomentti. 
Magneettikenttä  muodostaa  pyörrevirtoja  virtasilmukoihin,  joiksi  myös  elektronin 
kiertoradat lasketaan. Magneettikenttä pakottaa elektronien liikeratoihin muutoksia, jotka 
generoivat  vastakkaisen  magneettikentän,  joka  pyrkii  vastustamaan  magnettikenttää. 
Ilmiötä kutsutaan diamagnetismiksi.124
Riittävän korkeassa lämpötilassa terminen energia häiritsee spinien järjestäytymistä, jonka 
mahdollistaa  enää  vain  ulkoinen  magneettikenttä.  Ulkoinen  magneettikenttä  indusoi 
materiaaliin  sähkövarausten  virtauksia.  Jos  virtaukset  indusoivat  ulkoista  magneetti-
kenttään vastaan olevan magneettikentän,  on materiaali  diamagneettista.  Jos  magneetti-
kenttä ohjaa kappaleen magneettiset dipolit kentän suuntaiseksi, on aine paramagneettista.
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Kuva 14: Magnetismin alalajeja kuvattuna ilman 
ulkoisen magneettikentän järjestävää vaikutusta. 
Nuolet kuvaavat vierekkäisten parittomien elektronien 
spinejä.
A) paramagnetismi, B) ferromagnetismi, C) 
antiferromagnetismi ja D) ferrimagnetismi.     
Muokattu lähteestä 178.
Kappaleen  koersiviteetti,  magneettinen  kyllästys,  on  kappaleen  magneettisuuden 
nollaamiseen  tarvittava  ulkoinen  kenttä.  Suskeptibiliteetti  eli  magnetoituma  tarkoittaa 
kappaleen magneettisen dipolin suuruutta suhteessa sen tilavuuteen.
2.4.1 Magnetismi nanoskaalassa ja superparamagnetismi
Kun  tarkasteltavaa  kappaletta  kutistetaan  nanoskaalaan  eli  noin  alle  100  nanometriin, 
alkavat kokoluokasta johtuvat ilmiöt nousta yhä hallitsevammiksi. Halkaisijaltaan 100 nm 
olevalla partikkelilla 1-3 % spesieksistä on pinnalla, 10 nm partikkelilla 15-30 % ja 5 nm 
partikkelilla  jo 30-60 %. Halkaisijaltaan n.  2 nm olevat partikkelit  ovat niin pintaspesi-
estensä määrittämiä, että Dormann  et al. mukaan magneettisuusmäärityksiä varten tulee 
soveltaa suuremmista nanopartikkeleista poikkeavia erillisiä malleja.125  Koska olosuhteilla 
on  vaikutusta  pinnan  elektronisiin  tiloihin  ja  siten  magneettisuuteen,  erityisesti 
nanomagneetit  ovat herkkiä ympäristön muutoksille ja ligandeille.  Pinnan magneettinen 
anisotropia on huomioitava nanomagneeteissa.
Ferromagneettinen  materiaali  muuttuu  paramagneettiseksi  Curie-lämpötilan  yläpuolella. 
Ferri-  ja antiferrimagneettiselle aineelle  vastaavaa lämpötilaa kutsutaan Néelin lämpöti-
laksi. Nanopartikkeleilla muutokseen tarvitaan matalampi lämpötila, ja niiden siirtymä on 
pienen koon tuoman koherenttiuden takia terävämpi. Ns. magneettisen muutoslämpötilan 
yläpuolella  nanopartikkeli  on  superparamagneettinen,  ja  se  on  aina  Curien  lämpötilaa 
matalampi.
Kun kappale on kyllin  pieni,  tavallisesti  noin 10-100 nm, suuntautuu elektronien spinit 
keskenään yhtenäisesti  yhdeksi  magneettiseksi  alkeisalueeksi  (single magnetic  domain). 
Partikkelin magneettinen momentti on tällöin voimakkaimmillaan (Kuva 15). Jos partikkeli 
on  riittävän  pieni,  ylittää  lämpöenergia  magneettisen  anisotropiaenergian,  jolloin 
lämpöenergia  riittää  kääntämään  dipolin  suuntaa.  Jos  kääntymisnopeutta  ilmaiseva  ns. 
Néelin relaksaatioaika  τN (Néel relaxation) on lyhyempi kuin mittaamiseen käytetty aika, 
vaikuttaa  partikkeli  paramagneettiselta  eli  kykenemättömältä  ylläpitämään  magneetti-
kenttää  itsenäisesti,  vaikka  kulloisellakin  ajanhetkellä  partikkelilla  on  dipoli.  Tätä 
magnetismin muotoa kutsutaan superparamagnetismiksi (Kuva 16). Esimerkiksi Fe3O4:lle 
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tyypillinen partikkelikoko superparamagneettisuudelle (290 K) on ~17 nm tasavirtaisissa 
suskeptibiliteettimittauksissa  (dc  susceptibility  measurements)  tai  9 nm  Mössbauer-
spektroskopiamittauksille,  sillä  niissä  käytetyt  tyypilliset  mittausajat  vaihtelevat  100 
sekunnista 10-8 sekuntiin.125 Toisaalta partikkelin muodon perusteella on superparamagneet-
tisuuden  rajan  sanottu  kulkevan  10-30  nanometrissä,  vaikka  aspektisuhteen  pitäisikin 
lähellä yhtä.126,127 Koska superparamagneettisella kappaleella spinit käyttäytyvät yhdenmu-
kaisesti,  magnetisoituu  se  matalissa  ulkoisissa  magneettikentissä  voimakkaammin  kuin 
paramagneettinen partikkeli.
Superparamagneettisuutta vähentää anisotrooppiset efektit,  joita voivat olla kiderakenne, 
kiteen muoto  ja pinnan ominaisuudet,  joilla  on vaikutusta  magneettisten oskillaatioiden 
vaikutuksiin;  partikkelien  pintaspinianisotropia  laskee  magneettisista  saturaatiota,  mutta 










miskäyrän ja x-akselin 
leikkauspisteessä.174
Kuva 16:             
Kappaleen magnetisaatio 
M ulkoisen magneetti-
kentän H funktiona. Mr: 
remanesenssi. Ms: 
suskeptibiliteetti. Värit 
eivät merkitse samaa kuin 
edellisessä kuvassa.174
Magneettinen anisotropia johtuu osittain kiteen atomien kokemasta epäsymmetriasta. Jos 
oletetaan magneettinen muotoanisotropia K uniaksiaaliseksi, sen suuruus saadaan kaavasta
     E (θ)=Eβsin
2θ−HVM nF cosθ       (19)
jossa  θ on helpon magnetisoinnin suunnan (easy axis) ja magneettisuusvektorin välinen 
kulma ja potentiaalikynnyksenä on  Eβ =  KV. Jos ulkoista magneettikenttää  H ei ole, on 
kaksi symmetristä minimiä kulmilla θ = π tai 0. MnF on ei-relaksoituva magneettisuus. Kun 
Eβ ~ Elämpö = kT eli kun partikkelikoko lähestyy arvoa V = kT / K, magneettisen momentin 
suunta  fluktuoi  lämpöenergian  vaikutuksesta.  Magnetiitille  K = 4,4·105 erg/cm3 = 
4,4·104 J/m3.125 Magnetoferritiinille  on  mitattu  jopa  1,2·105 J/m3,129 jota  on  selitetty 
nanomagneeteille  relevantilla  ilmiöllä,  pinta-anisotropialla  (Kuva  17).  Martínez-Pérezin 
mukaan  magnetoferritiinin  mineraaliydin  koostuu  monesta  yhteen  kasvaneesta  partik-
kelista, minkä varjopuolena dipolit eivät pääse relaksoitumaan (frustraatio). Tästä seuraa 
magneettisten  momenttien  keskinäistä  kumoutumista,130,131 jolloin  ei  saavuteta  yhtä 
korkeita  magnetoitumia  kuin  yhtenäisesti  suuntautuneiden  tai  yksittäisten  partikkelien 
kesken, vaikka koko mineraaliytimen magnetoituman suunta olisikin odotettua vakaampi.
Nanopartikkelien  magneettisuuden  muutoksia  säätelee  moni  tekijä,  kuten  kidepintojen 
spinien vahva pinta-anisotropia, joka johtuu kiderakennemuutosten kuten pintakontraktion 
(vrt.  veden pintajännitys)  ja  katkenneiden sidosten  aiheuttamista  paikallisista  elektroni-
rakennepoikkeamista, eikä niiden vaikutusta ole aina helppo ennakoida. Oman vaikutuk-
sensa  tuo  kidekenttäteorian  mukainen  energiatilojen  erotusten  muutokset,  jotka  voivat 
vaihtaa  suotuisaa  elektronitilaa  korkea-  ja  matalaspinin  välillä  tai  muuttaa  johto-  ja 
valenssivyön erotusta. Pinnan rakenteella on vaikutus atomin magneettiseen momenttiin 
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Kuva 17: Pinta-anisotropia ja sen vaikutus dipoleihin 
ferritiinissä. Nuolet osoittavat kunkin magneettisen alueen 
dipolin suuntaa. Punaiset reunukset merkitsevät pinta-aniso-
trooppista kerrosta, joka on seurausta moniytimellisestä 
mineralisoitumisesta.130 
niin metalleilla kuin ionisillakin yhdisteillä. Pinta-anisotropian vuoksi ligandeilla on sitä 
suurempi  vaikutus  magneettisuuteen,  mitä  pienempi  partikkeli  on  kyseessä.  Pinta-
anisotropian  suuruus  on  pinnanmuotojen  karkeuden  ja  muodon  funktio.  Kappaleen 
muodoilla ja aspektisuhteillakin on merkitys anisotropian vaikutuksen muodostumisessa.132
Yhteys muotoanisotropiaan on ilmeinen.
Kideanisotropia on anisotropian muoto,  jossa kide preferoi tiettyjä suuntia.  Partikkelien 
sisältämien kiteiden kokonaismäärä on ferritiinin osalta olennainen parametri. Vaikka sen 
ydin on pieni, on se usein silti monikiteinen. Yksiytimellisyyden raja on usein 10-100 nm 
välillä, mutta koska ferritiinin mineraalin ydiintyminen alkaa useasta kohtaa, on lopputulos 
heterogeeninen. Uudelleenkiteytys pelkistimellä tai kuumennus saattaisi auttaa mineraali-
ytimen dipolien frustraation purkamisessa. Toisaalta kimeerinen eli geneettisesti muokattu 
tai keinotekoisesti eri alayksiköitä yhdistelemällä luotu ferritiini voisi rajoittaa nukleoitu-
misen  yhteen  kohtaan.  On  myös  havaittu  että  suuresta  pinta-anisotropiasta  on  etua 
magneettisessa lämpöterapiassa.133 
Magneettisen kappaleen ulkoinen muoto vaikuttaa  voimakkaasti  siihen,  mihin suuntaan 
magneettinen  dipoli  pyrkii  asettumaan.  Osa  suunnista  on  preferoituja  magneettiselle 
dipolille  (ns.  helpon  magneettisuuden  suunta).  Myös  demagnetisoivan  magneettikentän 
suuruus  riippuu  kappaleen  muodosta,  ja  se  on  laskettu  monille  eri  muodoille  kuten 
ellipsoidille134 lieriöille135 ja suorakulmioille136 tai yleisemmin erilaisille pienten partikke-
lien kokonaisuuksille137.  Joka tapauksessa magneettinen epäjärjestäytyneisyys  voi johtua 
heikosta dipolien vuorovaikutuksesta tai dipolien frustraatiosta säännöllisissä rakenteissa.
Kappaleen koersiviteetti  on riippuvainen myös kappaleen koosta.  Pienimmät  partikkelit 
ovat superparamagneettisia,  joten niillä koersiviteetti on nolla.  Tietyn koon jälkeen kun 
vapautuslämpötila  on  saavutettu,  lähtee  koersiviteetti  kasvuun ja  saavuttaa  maksiminsa 
siinä kokoluokassa, jossa kappaleen magneettinen alkeisalue jakautuu. Sen jälkeen alkeis-
alueet  alkavat  vähentää toistensa vaikutusta  toisiinsa nähden eri  suuntiin  suuntautuvilla 
dipoleillaan. Hyvin suurilla partikkeleilla magneettiset alkeisalueet kumoavat tilastollisesti 
toisensa lähes täysin. Nanokokoluokassa kiteen leikkautuma-kohdalla voi olla merkittävä 
vaikutus  magneettisuuteen.  Pienillä  ferrimagneettisilla  partikkeleilla  kokonaismagneet-
tisuus voi voimistua sillä, että magneettisesti erisuuntaiset alihilat jäävät parittomiksi. 
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Superparamagneettisuus asettaa rajat magneettisen tallennusmedian informaatiotiheydelle 
pinta-alaa  kohden.  Tallennusmedioissa  pyritään  koviin  magneetteihin  eli  magneetteihin 
joilla  on  korkea  koersiviteetti  ja  pitkäikäinen  magnetoituma.  Ferritiinitutkimuksen  eräs 
tavoite  on  kehittää  yhä  pienempiä  kovia  magneetteja,  mutta  myös  selvittää  superpara-
magneettisten partikkelien sovellusmahdollisuuksia. Superparamagneettiset partikkelit ovat 
lähes ideaalisia pehmeitä magneetteja, ja niillä on käyttöä esimerkiksi lääketieteessä138 ja 
antureissa stabiilisuutensa vuoksi.
Hallitusti syntetisoimalla voidaan saada nanometrin kokoluokassa olevia magnetiittikiteitä, 
jotka  käyttäytyvät  ferrimagneettisesti.  Kun  niistä  laadittiin  yhtenäinen  kalvo,  saatiin 
superparamagneettinen lopputulos.139 Syyn uskotaan olevan yksiytimellisessä muodostumi-
sessa,  sillä  epäjatkumot  kiderakenteissa  (antiphase  boundary)  on  mahdollinen  altistava 
tekijä superparamagnetismille.140 Epäjatkumokohdissa kidehilojen osien (sublattice) sisäi-
set  supervaihtokytkeytymiset  (superexchange  coupling)  vahvistuvat  samalla  kun  niiden 
väliset supervaihtokytkeytymiset heikkenevät. Tällöin Marguliesin  et al.  mukaan materi-
aalia  hallitsevat  vuorovaikutukset  heikkenevät;  saturaatiokenttä  heikkenee  ja  materiaali 
saattaa päätyä lähes sattumanvaraiseen magneettisuuteen ilman ulkoista magneettikenttää, 
sen mukaan miten vastakkaisiin suuntiin magnetoituneet alueet peittävät toistensa kenttiä.
2.4.2 Magneettisten nanopartikkelien kytkeytyminen
Magneettisia nanopartikkeleita on harvoin vain yksi ja erityisesti väkevissä liuoksissa on 
huomioitava  partikkelien  magneettisten  dipolien  yhteisvaikutus.  Yhteisvaikutuksella  voi 
olla monia muotoja, joista osa edellyttää kontaktia magneettisten alkeisalueiden välillä, ja 
osalle riittää magneettikenttä ilman elektronista vuorovaikutusta. Vahva vuorovaikutus voi 
nostaa magneettista muutoslämpötilaa sadoilla asteilla. Tätä voi pitää luontevana jatkeelle 
havainnolle, että ulkoinen magneettikenttä vaikuttaa vapautuslämpötilaan.141 
Esimerkki  alkeisalueiden  välisestä  yhteisvaikutuksesta  on  vaihtobias  (exchange  bias). 
Ilmiö perustuu kahden vierekkäisen alkeisalueen alkeisdipolien taipumukseen minimoida 
magneettinen  energiansa  asettamalla  rajalla  olevat  dipolinsa  vastakkaisiin  suuntiin. 
Kiderakenne voi pakottaa ferromagneettisen alkeisalueen dipolit säilyttämään magneetti-
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sen tyyppinsä, jonka seurauksena viereinen antiferromagneettinen alue saa ferromagneet-
tisen  alueen  preferoimaan  tiettyä  magnetoituman  suuntaa  (Kuva  18).  Tapahtuman 
merkkinä magnetoitumiskäyrä ei pysy symmetrisesti origon ympärillä.45,142  Kytkeytymistä 
ei tapahdu järjestäytymättömien alkeisalueiden (kuvassa esimerkki i) kanssa.
Magnetoferritiiniagglomeerien  magneettisuudesta  on  risteäviä  tutkimustuloksia,  jotka 
johtuvat  erilaisten  vuorovaikutusten  stabiloivasta  vaikutuksesta.  Järjestäytyneisyydellä 
voidaan jopa luoda pysyviä  dipoleja  huoneenlämpötilassa.  Fcc-rakenteeseen kiteytyneet 
magnetoferritiiniklusterit  reagoivat  magneettikenttään  (dipoli–dipoli-vuorovaikutus),  kun 
vapaa  ferritiini  osoittaa  selkeää  superparamagneettisuutta.72 Kasyutich  et  al. raportoivat 
hyvin  järjestäytyneelle  magnetoferritiinikiteelle  hystereesistä  jopa  273  Kelvinissä. 
Huonosti  järjestäytynyt  verrokki  pysyi  superparamagneettisena  samassa  lämpötilassa. 
Koersiviteettivoima ja remanesenssi olivat epäjärjestäytyneellä agglomeerilla suuremmat, 
mikä  oli  laskennallisesti  todennettu  jo  aiemmin.143,144 Toisessa  tutkimuksessaan  he 
havaitsivat  fcc-järjestäytyneissä  kiteissä  ferromagneettista  järjestäytymistä  jopa  400 
kelvinissä, mikä sopii hyvin yhteen aiempien laskennallisten tulosten kanssa.145,146 Tietyllä 
tavalla  järjestäytyneessä  rakenteessa  partikkelit  vuorovaikuttivat  keskenään  luoden  ns. 
magnonista  metamateriaalia,147,148 jossa  ferromagneettisesti  järjestyneinä  meta-atomeina 
ovat  magnetoferritiinien  mineraaliytimet  ja  mahdolliset  ferromagneettiset  partikkelit 
proteiinien  väleissä,  ja  jonka magneettisia  ominaisuuksia  voidaan säätää  muokkaamalla 
partikkelien keskinäisiä etäisyyksiä ja järjestystä.
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Kuva 18: Magneettinen vaihtobias kaaviokuvana 
esitettynä. Ferromagneettinen alkeisalue (FM) 
stabiloituu tiettyyn suuntaan viereisen alkeisalueen 
(AFM) pinnan dipolien vaikutuksesta. Stabiloitava 
alue magnetoitiin magneettikentässä H Néelin 
lämpötilan TN ja Curien lämpötilan TC välissä.142  
Kasyutichin  tulosten  kanssa  on  ristiriidassa  tutkimus,  jossa  Okuda  et  al. havaitsi 
magnetoferritiinin  vapautuslämpötilan  jäävän  kauas  NTP-oloista,  vaikka  he  raportoivat 
saaneensa  suuria  kiteitä  ja  vaikka  he  saivat  vahvistettua  magneettisia  vuorovaikutuksia 
lyhentämällä  magnetoferritiinien  keskinäisiä  etäisyyksiä.  Eron Kasyutichin  tutkimuksiin 
spekuloitiin  johtuvan  siitä,  että  heillä  ei  ollut  mineraalissa  ferrimagneettisesti 
järjestäytynyttä core–shell-rakennetta, jossa ytimien dipolien ferromagneettista järjestäyty-
mistä  stabiloisi  partikkelipintojen  ferrimagneettinen  järjestäytyminen  (Kuva 19).149 Vas-
taavasti jos agglomeraation komponentit eivät ole järjestäytyneet säännölliseen järjestyk-
seen,  ei  magneettiselle  muutoslämpötila  muutu  muutamaa  astetta  enempää. Toisinaan 
agglomeroitumisella on jopa havaittu demagnetisoivaa vaikutusta.150  Yleisesti keskinäiset 
vuorovaikutukset vähentävät superparamagneettisuutta.151 
Magneettiset  partikkelit  voi  ajatella  sitoutumiskyvyssään  kahdenarvoisiksi,  sillä  ne 
pyrkivät  muodostamaan  ketjumaisia  muodostelmia.  Ketjuun  järjestäytyminen  stabiloi 
dipolia.152 Moniulotteisemmat rakennelmat käyttäytyvät arvaamattomammin. Ketjumainen 
rakennelma  magnetoituu  vahvemmin  kuin  klusteri,  jossa  dipolit  ovat  vaihtelevan 
satunnaisesti järjestäytyneet ja ovat siten kytkeytyneet toisiinsa heikommin. Ketjujen jopa 
epäillään muodostavan ferromagneettista metamateriaalia, vaikka ketjun osaset eivät olleet 
orientoineet kiteitään ketjun suhteen.153 Dipolisen energian ja lämpöenergian suhteen (λ) on 
oltava kyllin suuri, jotta dipolisiin vuorovaikutuksiin perustuvia ketjuja pääsee muodos-
tumaan lämpöenergian estämättä. Surfaktantteja muuttamalla voidaan vaikuttaa agglome-
raatioiden muotoon, mikä vuorostaan vaikuttaa siihen, ovatko partikkelien järjestäytymi-
sessä määräävämpiä lyhyen etäisyyden isotrooppiset (Van der Waals) vai pitkän matkan 
anisotrooppiset  (magnetismi)  efektit.154 Kysymys  kilpailevista  vuorovaiku-tuksista  on 
erittäin keskeinen supramolekulaarisessa kemiassa ja komposiittiteknologiassa.
47
Kuva 19: Havainnekuva partikkelien pintojen ja 
ytimien dipolien järjestäytymisestä ulkoisessa 
magneettikentässä.
a) Isotrooppinen pinta-anisotropia yksittäisessä 
partikkelissa.
b) Kiteytyneiden partikkelien ytimet 
ferromagneettisesti järjestäytyneenä.145
Joissakin  sovelluksissa  agglomeerien  kaoottinen  dipolijärjestys  on  jopa  toivottavaa. 
Yksittäiset superparamagneettiset partikkelit ovat vaikeasti eroteltavissa esim. verenkier-
rosta  ilman vahvoja magneettikenttiä.  Suuremmat  partikkelit  johtavat  vahvempiin mag-
neettisiin saturaatioihin, mutta samalla myös superparamagneettisuuden muutokseen ferro- 
tai  ferrimagneettiseksi,  mikä  johtaisi  hallitsemattomaan  saostumiseen.  Agglomeroimalla 
magneettisia nanopartikkeleita voidaan saavuttaa suurempia saturaatioita ilman transitiota 
pysyvään dipoliin.155 
Agglomeroiduissa nanopartikkeleissa ei ole yhtä selvää siirtymää superparamagneettisen ja 
pysyväisdipolisen  muodon  välillä  kuin  yksittäisillä  vapailla  partikkeleilla.  Dipolien 
jäätymistä  (dipole  freezing)  voi  tapahtua  agglomeereissa  alueellisesti,  kun  relaksaatio 
hidastuu ja dipolit hetkittäin tukevat toisiaan erityisesti lähellä magneettista muutosläm-
pötilaa (spin-glass). Partikkelien itsensä järjestäytymisellä on monia vaikutusmekanismeja 
dipolien vuorovaikutuksiin. Dipoli-dipolivuorovaikutusten suuruus on etäisyyden funktio. 
Järjestäytyminen voi johtaa dipolien frustraatioon, jossa partikkelien suosimat magneet-
tisuuden suunnat eivät pääse relaksoitumaan samansuuntaisiksi. Kollektiivinen vuorovai-
kutus  voi  ylittää  partikkelien  anisotropiaenergian  ja  määrätä  yhteisen  magneettisuuden 
suunnan.156 Partikkelien välisen kollektiivisen vuorovaikutuksen lisäksi myös ei-magneet-
tinen matriisi voi vaikuttaa magneettisuuteen erilaisten pintavuorovaikutusten kautta.157,158 
Magnetismilla  on  monimuotoiset  vaikutukset  myös  nanopartikkelien  muodostamiin 
agglomeraatioiden ominaisuuksiin. Vaikuttamalla nanopartikkeliagglomeraation tiheyteen, 
kokoon,  muotoon  tai  järjestäytyneisyyteen  voidaan  vaikuttaa  partikkelin  magneettisiin 
ominaisuuksiin.159 Magneettikenttä  vaikuttaa  myös  agglomeraatin  rakenteeseen160 ja 
agglomeraation muotoon161 ja muihin ominaisuuksiin162. Vaikutuksia on havainnollistettu 
muuttamalla liuoksen väriä magneettisesti.163 Agglomeraatin rakenteella taas oli vaikutus 
sen magneettisuuteen, mikä johtaa takaisinkytkentään. Epäselväksi jää, että onko takaisin-
kytkentä riittävän voimakas vaikuttamaan kiteiden tai agglomeerien muodostu-miseen. Jos 
on,  niin  olisi  tärkeää  selvittää  millä  tavoin  ja  miten  magneettinen  kide  ohjaa  uusien 
magneettisten komponenttien asettumista kiteeseen, eli voiko magnoninen metakide jatkaa 
itsensä kasvattamista koherentisti ilman ulkoista magneettikenttää.
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3 Kokeellinen osa
Tutkimuksen  tavoitteena  oli  selvittää  PAMAM  G3  -dendrimeerin  tehokkuus  ferritiinin 
klusteroijana ja määrittää muodostuneiden agglomeerien ominaisuuksia  (luku 3.2),  sekä 
selvittää liuosparametrin vaikutuksia  agglomeroitumisen etenemiseen (luku 3.3).  Työssä 
tutkittiin  myös  agglomeroitumisen  vaikutuksia  ferritiinin  katalyyttiseen  aktiivisuuteen, 
magneettikentän vaikutuksia ferritiinin agglomeroitumiseen ja siten myös magneettikentän 
vaikutuksia kemialliseen aktiivisuuteen (luku 3.4). Tutkielman tuloksia verrataan ensisijai-
sesti  muihin  tuoreisiin  tutkimustuloksiin,  joissa  ferritiiniä  tai  virusta  on  agglomeroitu 
hyperhaarautuvilla72,106,117 tai  lineaarisilla116 polymeereillä.  Tuloksilla  voi  olla  merkitystä 
muun muassa lääketieteellisissä sovelluksissa ja magneettisen reaktorihallinnan kehittämi-
sessä.80
Tutkimus  suoritettiin  pääasiassa  Aalto  Yliopiston  Molekyylimateriaalit-ryhmässä  Mauri 
Kostiaisen ohjauksessa. Samaan aikaan ferritiinin kanssa työskenteli myös pro graduaan 
kirjoittava Sari  Tähkä sekä jatko-opiskelija Ville Liljeström. Tämän tutkielman tuloksia 
verrataan myös heidän tuloksiinsa164,165 niiltä osin, kun tutkimusaiheet risteävät.
3.1 Ferritiinin agglomerointi PAMAMilla ja mittausmenetelmät
Ferritiinin agglomeroinnissa tutkittuja parametrejä olivat PAMAMin kertaluku (G1, G3), 
pH, puskuriliuoksen suolapitoisuus sekä magnetoferritiinin mineraaliytimen olemassaolo. 
Tutkimukset  suoritettiin  titraamalla  ferritiinipitoista  puskuriliuosta  (40 μg/ml)  PAMAM-
liuoksella ja tutkimalla muodostuneiden partikkelien kokoa dynaamisella valonsironnalla 
(DLS).  Rakennetutkimus tehtiin  pienkulmaröntgendiffraktiometrialla  (SAXS).  Tukevana 
määritysmenetelmänä pidettiin TEM-kuvannusta.  Saatuja tuloksia on koottu soveltuvien 
alaotsikoiden alle.
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Ferritiini  agglomeroitui  PAMAM G3:n kanssa hyvin sillä  pH-alueella,  jolla  lähtöaineet 
ovat vastakkaisesti  varautuneet.  Ferritiinin isoelektroninen piste (pI)  on noin 4,5,  jonka 
alapuolella  sekä ferritiini  että  käytetty amiinipäätteinen PAMAM G3 ovat  positiivisesti 
varautuneet. Tutkimuksen pH-alueella ei saavutettu niin emäksistä liuosta, että PAMAMin 
varauksen vaihtumista neutraaliksi saati negatiiviseksi olisi tapahtunut. Ferritiinin aktiivi-
suusosoituksissa  käytetty  vetyperoksidin  ja  TMB:n  välinen  osoitusreaktio  on  osoitettu 
toimivaksi  käytetyllä  pH-alueella.  Partikkelien  varauksia  tutkittiin  elektrokineettisillä 
mittauksilla (ζ-potentiaali) ja katalyysin etenemistä UV–VIS-spektrometrialla.
On  pantava  merkille,  että  nanopartikkelien  karakterisointi  ei  ole  yhtä  triviaalia  kuin 
suurempien  kappaleiden,  koska  nanopartikkelit  ovat  nanoefektien  vuoksi  vahvemmin 
vuorovaikutuksessa ympäristönsä kanssa. Tämän vuoksi eri mittausmenetelmissä käytetyt 
vaihtelevat  ferritiinikonsentraatiot  lienevät  jo  iso  tekijä,  jolla  voi  kyseenalaistaa  eri 
mittausmenetelmillä saatujen tulosten kvantitatiivista vertailukelpoisuutta.  Kompromissit 
ovat  välttämättömiä  mittalaitteiden  omien  virhelähteiden  pienentämiseksi.  Esimerkiksi 
valonsironnassa  käytetty  ferritiinipitoisuus  40 μg/ml  ei  riitä  röntgensirontaan,  jossa 
pitoisuus oli jopa noin 5 mg/ml.
Datan  käsittelyyn  käytettiin  ohjelmaa  Origin  7.5  (OriginLab  Corporation)  sekä  Open 
Officen  taulukkolaskentaohjelmaa.  DLS-  ja  zetapotentiaalitulokset  ovat  Zetasizer-
ohjelmasta  (Malvern Instruments,  vaihtelevia päivitysversioita).  SAXS-mallinnus tehtiin 
PowderCell 2.5 -ohjelmalla (Federal Institute for Materials Research and Testing, Berlin).
3.1.1 Käytetyt liuokset ja lähtöaineet
Käytetty magnetoferritiini oli kaupallista ja oston jälkeen puhdistamatonta. Mittauksissa 
käytettiin  ensisijaisesti  lähtöliuoksena  fosfaattipuskurikonsentraattia  (105 mM, pH 5,35; 
H3-xNaxO4P, x = 1 tai 2), joka on laimennettu mittauksia varten kymmenykseensä (Taulukko 
2).  Siihen  viitataan  myöhemmin  10  mM  fosfaattipuskurina.  Osoitusreaktion  tiedetään 
toimivan  kirjallisuuden  perusteella  pH  5:ssä,93 mutta  ferritiinin  läheisen  pI:n  vuoksi 
käytettiin emäksisempää liuosta.
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Taulukko 2: Laimennuksen ja lisätyn suolan vaikutus puskurin pH:hon.
fosfaatin konsentraatio (mM) lisättyä NaCl:ia (mM) pH
105        0   5,35
10,5     0 5,6
10,5   25 5,5
10,5 100   5,34
Natriumkloridilliset  puskurit  valmistettiin  lisäämällä  suolaa  puskuriin,  mikä  laski 
käytetyissä  konsentraatioissaan  fosfaattipuskurin  pH:ta  selvästi.  Efekti  oli  odottamaton, 
sillä Na on vahvan emäksen ja Cl vahvan hapon konjugaatti, eivätkä ne myöskään vaikuta 
Le Châtelierin periaatteen kautta tasapainoihin, sillä fosfaatin voidaan olettaa olevan täysin 
natriumista dissosioitunut vesipohjaisessa puskurissa. Sen sijaan ionivahvuudella epäillään 
olevan  vaikutusta  (ks  luku  2.2.2).  Tarkkoja  tuloksia  varten  reaktiokokeet  olisi  syytä 
toteuttaa  uudelleen  siten,  että  puskurin  suolasarjaa  ei  valmistettaisi  samasta  lähtökon-
sentraatista.  Lisäksi  koska puskuria  käytettiin  paljon sen pKa-arvon alapuolella,  on sen 
puskuriefekti  happamaan suuntaan heikko,  mikä puoltaa toisen puskuriliuoksen valitse-
mista. Pelkästään ionivahvuuden muutos 100 millimoolilla muuttaa kaavan mukaan pH:ta 
noin  0,1  yksikköä,  vaikka  happo-  ja  emäskomponenttien  keskinäisen  suhteen  oletettai-
siinkin pysyvän muilta osin muuttumattomana.
 
Liuosten stabiilisuudesta on risteäviä vihjeitä. Ajan myötä hyvin PAMAM-pitoiset mFn–
PAMAM-liuokset pyrkivät kasvattamaan agglomeraatioidensa kokoa ja sekoittamattomina 
saostumaan päivien sisällä.  Liuoksen dynaamisuus tai  palautuvuus ei  tämän perusteella 
ollut  niissä  suurta.  Toisaalta  seosten  agglomeerien  kokojakauma  suppeni  titrauksen 
edetessä,  mikä  viittaa  tasapainottavaan  mekanismiin.  Tässä  tutkielmassa  oletettiin 
yksinkertaistukseksi, että liuokset ovat kyllin stabiileja vertailukelpoisiin mittauksiin.
Liuoksen pH:n vaikutusta ferritiinin ja PAMAMin klusteroitumiseen tutkittiin myös pH:ssa 
4,0  ja  6,5.  PH 4,0:ssa  puskurina  käytettiin  10 mM  asetaattipuskuria  ja  pH 6,5:ssä 
natriumhydroksidilla säädettyä HEPES-liuosta. On huomattavaa, että etenkin koska pH 6,5 
on  HEPES-puskurin  tehokkaan  alueen  reunalla,  voi  puskurin  lopullinen  pH  vaihdella. 
Puskurimolekyyleillä  ei  uskota  olevan  suurta  kemiallista  vaikutusta  käytettyihin 
komponentteihin94, eikä mitään epäilyttävää myöskään havaittu.
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3.1.2 Dynaaminen valosironta (DLS)
Dynaaminen valosironta (Dynamic Light Scattering, DLS) on menetelmä, jossa seurataan 
valon takaisinsirontakuvion muuttumista ajan funktiona.  Menetelmä perustuu näytteessä 
tapahtuvaan diffuusioon: Mitä pienempiä partikkelit ovat, sitä nopeampaa on diffuusio ja 
sitä  nopeammin  takaisinsironneen  valon  paikallinen  intensiteetti  vaihtelee.  Menetelmän 
tarkkuus heikkenee, kun partikkelikoko lähestyy käytettyä aallonpituutta, sillä intensiteetti 
voi  fluktuoida  karkeasti  ottaen  aallonpituuden  puolikkaiden  moninkertojen  mukaan,  ja 
intensiteettipoikkeamat vastaavat tyypillisesti noin kertaluokkaa.
Käytetty  laite  oli  Zetasizer  Nano ZS (Malvern  Instruments),  ja  analysointiin  käytettiin 
valmistajalta  saatua  Zetasizer-ohjelmaa.  Yhtä  näytettä  tutkittiin  vähintään  18  otoksella, 
jotka  ohjelman  avulla  keskiarvoistettiin  yhteen.  Ohjelman  tuloksista  tarkasteltiin 
partikkelien tilavuuden suhteen analysoitua dataa. Vaikka laite mittaa intensiteettiä (α d6), 
oletettiin tilavuuspohjaisen tarkastelun (α d3) olevan sekä havainnollisempaa että virheille 
vähemmän alttiimpaa kuin intensiteetin itsensä tarkastelun.
DLS:llä seurattuja arvoja oli agglomeraatioiden hydrodynaaminen säde dh ja sen jakauma. 
Hydrodynaaminen säde ei ole sama asia kuin kappaleen fyysinen säde. Hydrodynaaminen 
säde on efektiivinen säde, jolla pyöreäksi oletettu kappale liikkuu väliaineessa. Varsinaisen 
pääkappaleen  lisäksi  siihen  voidaan  lukea  polyelektrolyyttien  tapauksessa  tiukasti  sen 
pintaan  sitoutuneet  vastaionit  ja  liuotinmolekyylit  (”radius  of  shear”).  Muutenkin 
kappaleen  koko  on  itsessään  huonosti  määritelty,  jos  sen  pinta  on  karkea,  pehmeä  tai 
ulokkeellinen.  Usein  agglomeraatiot  eivät  edes  ole  pyöreitä,  jolloin  dh muuttuu 
merkitykseltään epämääräisesti painotetuksi keskiarvoksi agglomeraation ulottuvuuksista. 
Jos agglomeraatioiden aspektisuhteet ja tiheys pysyvät kasvamisen aikana samankaltaisina, 
ja jos liuoksen ominaisuudet pysyvät muuten muuttumattomina, ovat tulokset keskenään 
vertailukelpoiset.
Z-keskiarvo  on  Zetasizerin  tarjoama  arvio  keskimääräiselle  partikkelikoolle.  Arvo  on 
epätarkka,  jos  mittaustulos  koostuu  useista  piikeistä.  Näin  on  tyypillisesti  titrauksen 
nopean  klusteroitumisen  vaiheessa.  Menetelmän  erotuskyky  riitti  silti  hyvin  tämän 
tutkimuksen tarpeisiin.  Suurten muutosten alku- ja loppupisteet olivat hyvin määritettä-
vissä.  Eri  olosuhteissa  tapahtuvien  kasautumisten  nopeudet  olivat  selvästi  toisistaan 
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poikkeavia ja ne muodostivat trendejä. Esimerkiksi lisääntyvä suolan pitoisuus liuoksessa 
nopeutti kasautumista. 
Mittaustuloksista otettiin halkaisijan lisäksi jakauman polydispersiteetti-indeksi (PdI). PdI 
on kumulanttianalyysiin ja autokorrelaatiofunktioon perustuva arvo, joka kuvaa näytteen 
kokojakaumaa.  Alle  0,1  merkitsee  hyvin  homogeenistä  näytettä.  Yli  0,5  olevan  datan 
kokojakauman arviointiin suositellaan käytettäväksi muita analyysimenetelmiä.
Dynamic Light Scattering -menetelmää käytettiin määrittämään ferritiiniliuosten puhtautta 
nanopartikkeleista  ja  klustereista  sekä  tarkoituksella  muodostettujen  ferritiiniklusterien 
kokoa. Puhtaasta dissosioitumattomasta magnetoferritiinistä tulisi saada arvoa 12-16 nm.166
Liuokset  tarkistettiin  odottamattomien  partikkelien  varalta  ennen  ferritiinin  lisäystä,  ja 
tarpeen tullen puskurit suodatettiin 0,45 μm suodattimen lävitse ennen ferritiinin lisäystä. 
Ferritiiniliuoksia  ei  puhdistettu,  sillä  tutkimuksessa  käytetyt  suodattimet  adsorboivat 
ferritiiniä, ja etenkin lähellä ferritiinin pI-arvoa ferritiini klusteroitui ilman PAMAMiakin 
muutaman sadan nanometrin kokoisiksi agglomeereiksi. DLS:llä myös seurattiin klusterien 
kasvamista  tai  niiden  saostumista  magneettikentässä.  Titraukset  tehtiin  pääasiassa 
lisäämällä  PAMAM-liuosta  ferritiiniä  sisältävään  puskuriin.  Lisäyksen  jälkeen  liuos 
sekoitettiin pipetillä ja sen annettiin seistä noin kaksi minuuttia.
DLS-menetelmä  oli  tässä  tutkimuksessa  epävarma  erityisesti  kahdessa  tapauksessa. 
Menetelmä on epätarkka polydisperseille liuoksille, koska suurten partikkelien intensiteetti 
hukuttaa  pienten  partikkelien  signaalin  helposti  alleen.  Näin  kävi  erityisesti  titrausten 
puolivälien  tienoilla,  joissa  agglomeraattikoko  on  nopeassa  kasvussa  ja  liuoksessa  on 
runsaasti erikokoisia agglomeraatioita. Esimerkiksi kuva 20 on näytteestä, josta saatu Z-
average  on  229 nm.  Kuvasta  kuitenkin  nähdään,  että  näyte  ei  ole  lainkaan  selvä 
koostumukseltaan.  DLS-menetelmällä  saatiin  silti  määritettyä  titraukselle  selkeät  rajat, 
joiden sisällä enin agglomeroituminen tapahtui.
Mittausvirhettä  tuli  myös  fyysisen  keskimääräisen  säteen  ja  hydrodynaamisen  säteen 
erotuksesta, joka on ferritiiniaggregaattien Debyen pituuden ja fraktaalidimension funktio. 
Debyen pituus oli suhteellisen pieni mittauksessa olevien agglomeraatioiden halkaisijoihin. 
Fraktaalidimensiolla  oli  suurempi  merkitys.  Paljon  haarautuva  tai  huokoinen  agglome-
raatio sitoo suurella pinta-alallaan enemmän liuotinmolekyylejä kuin tiivis agglomeraatio, 
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joten sen halkaisija vaikuttaa painoon nähden suuremmalta, kuin jos komposiitti olisi vain 
tiiviisti koordinoitunutta ferritiiniä ja PAMAMia.
3.1.3 Elektrokineettinen potentiaali
Elektrokineettinen potentiaali eli zetapotentiaali määritettiin Zetasizer Nano ZS -laitteella 
(Malvern Instruments) ja tulokset arvioitiin laitevalmistajan Zetasizer-ohjelmalla. Mene-
telmä  ilmaisee  partikkeleita  ympäröivän  solvaattiverhon  pintapotentiaalin  suuruuden 
liukusäteen  (radius  of  shear)  etäisyydellä  partikkelin  pinnalta.  Potentiaalia  verrataan 
kaukana partikkelien  vaikutuspiiristä  olevaan liuoksen potentiaaliin.  Mittaus  suoritettiin 
erityisvalmisteisessa kyvetissä, jonka U-muotoisen kapillaarin mutkaan näyte pipetoitiin. 
Kontakti  varauksellisen  metallipinnan  kanssa  denaturalisoisi  proteiinia  ja  aiheuttaisi 
virhelukemia. Partikkelien liikettä seurattiin samalla, kun liuokseen ohjattiin sähkövirtaa. 
Partikkelien  liikkeiden  mittaus  tapahtui  olennaisesti  samalla  tavalla  kuin  DLS-
mittauksessa.
Mitattavissa  näytteissä  oli  useita  epäideaalisuuksia.  Ferritiini  ei  ole  täysin  sileä  ja 
pintavarauksellisesti  heterogeeninen  kova  pallo.  Ferritiinin  suurimpien  pintavarausalu-
eiden koko lähestyy Debyen pituuden luokkaa, jota voidaan pitää kriittisenä ehtona pinnan 
varauksen  homogeenisyydestä,  mutta  heterogeenisyyden  vaikutus  oletettiin  vähäiseksi. 
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Kuva 20: Esimerkki titrauksen kriittisimmästä vaiheesta, jossa DLS ei ole luotettava 
menetelmä näytteen suuren polydispersiivisyyden vuoksi. 
Myös liuoksen johtavuus partikkeleita ympäröivän seisovan liuoskerroksen sisällä jätettiin 
huomiotta. Mittauksissa sovellettiin Smoluchowskin mallia Brownin liikkeestä.
Mittausten toistot suoritettiin samoista näytteistä, mikä lisää systemaattisen virheen riskiä. 
Tulosanalyyseihin hyväksyttiin ainoastaan mittauksia, joista huippuarvot erottuivat selväs-
ti, ja jos huippuja oli useita, poimittiin niistä merkittävin.
3.1.4 Läpäisyelektronimikroskopia (TEM)
Elektronimikroskoopin toiminta perustuu valon sijaan elektroneihin. TEMin resoluutio on 
parempi kuin optisessa mikroskoopissa, sillä elektronin de Broglien aallonpituus on paljon 
pienempi  kuin  fotonin.  Elektronien  kulkua  hallitaan  väliaineen sijaan  magneettikenttiin 
perustuvilla linsseillä. Läpäisyelektronimikroskoopissa säde ohjataan näytteen läpi fluore-
soivalle näytölle tai kuvannusta varten CCD-kennolle. Elektronit tuotetaan kuumennetta-
valla  volframifilamentilla,  josta  irtoavat  elektronit  kiihdytetään voimakkaalla  sähköken-
tällä. (Kuva 22)
Käytetty  mikroskooppi  oli  Tecnai  12  (FEI  Company).  Kuvien  analysointiin  käytet-tiin 
ImageJ-ilmaisohjelmaa.  Näytteitä  valmistettiin  olennaisesti  kolmella  eri  menetelmällä. 
Useimmat valmistettiin pipetoimalla Formvar–hiili-kalvolle 2 μl näytettä. Neste poistettiin 
imeyttämällä,  jotta  haihtumisesta  johtuva  suolapi-toisuuden  kasvu  ei  vaikuttaisi  agglo-
meereihin. Näytteen annettiin kuivua. Osa näytteistä kylmäkuivattiin, jota ennen jäädytys 
tehtiin  joko  nestetypessä  tai  vitrifioimalla  nestemäisessä  etaani–propaani-seoksessa. 
Jäädytystapojen erona on etaani–propaani-seoksen nopeampi jäädytysvaikutus, mikä estää 
veden kiteytymistä ja näytteen vahingoittumista. Vitrifioidut näytteet pipetoitiin plasmalla 
käsitellylle hiilikalvolle. Elektroneja pysäyttävälle negatiivivärjäykselle sovellettiin samaa 
lisäysmenetelmää. Varjoaineena käytettiin 1-2 % uranyyliasetaattiliuosta.
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TEM-kuvannuksessa  piilee  riski  näytteen 
muuttumisesta  näytteen  esikäsittelyn  aika-
na. Nesteen liikkeet pipetoitaessa, imettäes-
sä  ja  kuivattaessa  aiheuttavat  leikkaantu-
mista, ja pintajännitys aiheuttaa kapillaari-
sia voimia, jotka voivat muuttaa agglome-
raattien rakennetta. Hyvä menetelmä riskin 
minimoimiseksi  on  kuvata  vitrifioidusta 
vedestä  cryo-TEMillä.  Tällöin  näytettä  ei 
kuivata  lainkaan,  vaan  kuvannus  tehdään 
vitrifioidusta liuottimesta.  Vitrifiointi  estää 
liuottimen  kiteytymisen,  joka  häiritsisi 
kuvannusta. 
3.1.5 Spektrofotometria UV:n ja näkyvän valon alueella (UV-VIS)
Spektrofotometriassa tutkitaan materiaalin heijastaman tai läpäisevän elektromagneettisen 
säteilyn spektriä eli intensiteettijakaumaa aallonpituuden funktiona. Menetelmä perustuu 
materiaalissa olevien elektronien virittämiseen korkeammalle viritysasteelle. Atomiytimet 
ja  sidokset  vaikuttavat  elektronille  mahdollisten  viritystilojen  energioihin  karakterisella 
suuruudella,  minkä  ansiosta  tutkimalla  viritystilojen  eroja  voidaan  selvittää  materiaalin 
elektronisia  ominaisuuksia.  Absorboituvan  säteilyn  aallonpituus  saadaan  energiatilojen 




Yhtälössä  λabs./em. tarkoittaa  absorboituneen  tai  emittoituneen  fotonin  aallonpituutta,  En 
lähtö-  tai  loppuenergiatilan  potentiaalia  ja  h Planckin  vakiota.  Spektrofotometriaa 
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Kuva 21: TEMin kaaviokuva.172
käytettiin  H2O2:n  ja  TMB:n  välisen  osoitusreaktion  seuraamiseen  magnetoferritiinin 
katalyyttisyyden  muutosten  selvittämiseksi.  Ultravioletin  ja  näkyvän  valon  aallon-
pituusalueella tehtävä spektrometria on hyvä menetelmä reaktion etenemisen kvantifioimi-
seen, kun joko tuote tai reagenssi absorboi muihin reaktiossa käytettyihin kemikaaleihin 
verrattuna  karakterisella  aallonpituudella.  Tyypillisesti  absorption  muutos  ei  tapahdu 
samaan suuntaan koko spektrin alueella, jolloin spektristä löytyy vähintään yksi kiinne-
kohta, jonka absorptio säilyy muuttumattomana mittaussarjan aikana.
Mittaukset  tehtiin  vähintään  välillä  300-750 nm pyyhkäisynopeudella  5  nm/s.  Käytetty 
laite oli Perkin Elmer Lambda 950 ja ohjelma Perkin Elmer UV WinLab 6.0.3. Tuloksia 
käsitellään seikkaperäisesti luvussa 3.3.
3.1.6 Pienkulmaröntgensironta (SAXS)
Pienkulmaröntgendiffraktometrialla  voidaan  selvittää  näytteessä  esiintyvien  spesiesten 
järjestäytyneisyysastetta  ja  järjestäytyneiden  alueiden  dimensioita.  Menetelmä  perustuu 
monokromaattisten  röntgensäteiden  elastiseen  sirontaan  kiteessä  olevista  kidetasoista. 
SAXSissa tutkittava sirontakulma on alle 10 astetta. 
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Kuva 22: Spektrofotometrin toiminta yksinkertaistettuna. 
Tässä esimerkissä monokromaattorina eli aallonpituus-
valitsimena pidetään prismaa ja kahta sädettä leikkaavaa 
rakoa. Näyte voidaan sijoittaa myös monokromaattorin 
edelle. Detektorina käytetään usein CCD-kennoa.173
Sirontakuvio on seurausta interferenssistä. Interferenssi on konstruktiivista, kun 
    nλ=2 d sinθ        (21)
jossa nλ kuvaa aallonpituuden moninkertaa (n = 1, 2, 3, …), d on sirottavien kidetasojen 
välinen  etäisyys  ja  θ on saapuvan säteen  kulma suhteessa kidetasoon.  Käytetty säteily 
tuotettiin pyörivällä anodilla (Bruker Microstar) ja säteily oli aallonpituudeltaan 1,54 ång-
strömiä  (Cu Kα).  Käytetty säde  kollimoitiin  neljällä  raolla  (JJ  X-Ray)  noin  neliömilli-
metrin kokoiseksi säteeksi ennen törmäytystä näytteeseen. Käytetty etäisyys detektorille 
(Bruker Hi-Star) oli näytteeltä 1,59 metriä.
Tutkimuksessa käytetyt näytteet valmistettiin sekoittamalla 3,75 tai 5 μl PAMAM-liuosta 
(10 mg/ml),  5 μl  apo-Fn-liuosta  (10 mg/ml)  sekä  1,25 μl  NaCl-liuosta  vaihtelevissa 
pitoisuuksissa.  Näyteliuosta  pipetoitiin  noin  9 μl  Kapton-teippikerrosten  väliin.  Saatu 
sirontakuvio oli ryhmä sisäkkäisiä renkaita, jotka integroitiin intensiteetiksi sirontakulman 
funktiona.  Kuvat  käsiteltiin  ohjelmalla  jSAXS 2.0  (Antti  Soininen,  Aalto  Yliopisto)  ja 
integroidut arvot siirrettiin jatkokäsittelyä varten Originiin. Standardina käytettiin AgBe-
näytettä. Taustakohinaa vähennettiin ennen huippujen poimintaa. Sirontavektorin  q suhde 
sirontakulmaan voidaan johtaa Braggin yhtälöstä ja se esitetään muodossa
q= 4πλ sinθ . (22)
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Kuva 23: SAXS-laitteiston toimintaperiaate yksinkertaistettuna. M 
merkitsee monokromaattoria ja F tarkentavaa optiikkaa.177
3.2 Agglomeroitumisen eteneminen
Tässä  luvussa  käsitellään  tuloksia  siitä,  millaisia  agglomeereja  PAMAM  ja  mFn 
muodostavat valituissa liuosolosuhteissa ja kuinka agglomeroituminen eteni. Luvussa 3.3 
käsitellään  tarkemmin  niitä  valittuja  parametreja,  joilla  vaikutettiin  agglomeroitumisen 
etenemiseen.
Tärkeimmät  PAMAMin  ja  mFn:n  agglomeroitumiseen  liittyvät  mittaukset  suoritettiin 
titraamalla  mFn-liuosta  PAMAMilla  ja  seuraamalla  partikkelikoon  muutoksia  DLS:llä. 
Kun tähän yhdistetään zetapotentiaalimittausten tulokset agglomeerien pintapotentiaalien 
muutoksista  sekä  TEM-kuvilla  saadut  arviot  agglomeerien  muodoista  ja  fraktaalimai-
suudesta,  saadaan  laaja  näkemys  agglomeroitumisen  etenemisestä  eri  PAMAM–mFn-
lisäyssuhteilla ja liuosparametreilla. 
3.2.1 Agglomeerien koon kehitys titrattaessa PAMAMilla
Tulokset 
Agglomeroitumisen  etenemistä  tutkittiin  pääasiassa  DLS-menetelmällä.  Tyypillinen 
esimerkki titrauksen etenemisestä esitetään kuvassa 24. Kun PAMAMia titrattiin ferritiiniä 
sisältävään  liuokseen,  ensin  kasvoi  vapaan  ferritiinin  piikki  hieman  vapaan  ferritiinin 
koosta (massalisäyssuhde 0,02:1 kuvassa 24). Sitten jakauma levisi pitkälle suurempien 
partikkelien  suuntaan muodostaen häntää.  Hännän toiseen päähän kasvoi  piikki  vapaan 
ferritiinin  kustannuksella  (0,05:1).  Titrauksen  nopeiten  etenevässä  vaiheessa  piikkejä 
saattoi olla useita. Lopuksi päädyttiin yhteen selvärajaiseen piikkiin, joka kasvoi 1-3 μm 
kokoluokkaan saakka (0,1:1).  Liuoksessa  ollut  vapaa ferritiini  oli  tyypillisesti  loppunut 
viimeistään,  kun  agglomeraatiot  saavuttivat  mikrometrin  kokoluokan,  ja  selkeitä 
poikkeamia  tästä  pidettiin  osoituksena  poikkeavasta  muodostumismekanismista.  Tarkat 
lisäyssuhteet joilla muutokset tapahtuivat olivat riippuvaisia liuosolosuhteista. Muutokset 
eivät  aina  päättyneet  titrauksen  päätepisteen  saavuttamiseen:  joissakin  mittauksissa 
agglomeraatiokoko pieneni, kun PAMAMia lisättiin ylimäärin.
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Pohdinta  
Titrauksen alkuvaiheen eteneminen sopii  yhteen luvussa 2.2.3.2 esitetyn mallin  kanssa. 
Titrauksen edetessä vapaita proteiineja kaappaavat klusterit kasvoivat kokoa samalla kun 
vapaan ferritiinin määrä väheni nopeasti. Titrauksen loppuvaihe poikkesi mallista. Kun x-
akselin asteikon huomioidaan olevan logaritminen, käy ilmeiseksi, että vapaan ferritiinin ja 
pienissä klustereissa olevan ferritiinin kokonaistilavuus ei  riitä  selittämään agglomeraa-
tioiden  kasvua  titrauksen  loppuvaiheessa.  Klusterit  alkoivat  yhtyä  toisiinsa  viimeistään 
vapaan ferritiinin loputtua. 
Mitä suurempi lähtökonsentratio ferritiinillä on, sitä suurempi osa pystyy muodostamaan 
klustereita,  ennen  kuin  vapaan  ferritiinin  konsentraatio  laskee  kriittisen  alas.  Tällöin 
liuokseen lisätyn ferritiinin kokonaismäärä on muodostuvia ytimiä kohden pienempi kuin 
matalamman lähtökonsentraation tapauksessa. Tällä ei kuitenkaan uskota olevan vaikutusta 
agglomeraatioiden  maksimikokoon,  sillä  kuten  havaittiin,  agglomeraatiot  jatkavat 
kasvuaan vapaan ferritiinin loputtuakin. Sen sijaan agglomeraatioiden rakenne ja niiden 
kidealueiden suuruudet voisivat tällöin riippua lähtökonsentraatiosta.  
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Kuva 24: Esimerkki pitkän mFn-PAMAM G3-titrauksen etenemisestä ja seuraamisesta 
DLS-laitteistolla. Ilmoitetut lisäyssuhteet ovat massasuhteita. Titraus suoritettiin fosfaatti-
puskurissa (pH 5,6) ilman lisättyä natriumkloridia.
3.2.2 Agglomeerien pintavaraukset ja niiden muuttuminen
Tulokset 
Apoferritiinin  keskimääräiseksi  elektrokineettiseksi  potentiaaliksi  saatiin  fosfaattipusku-
rissa  -11,4 mV (Taulukko  3),  mikä  on  alle  puolet  magnetoferritiinille  saadusta  arvosta 
(-25,3 mV).  PAMAM  G3:n  elektrokineettinen  pintapotentiaali  (13,9 mV)  oli  paljon 
suurempi  kuin  G1:n  potentiaali  (2,3 mV).  Ero  oli  selvästi  suurempi,  kuin  pelkästään 
pääteryhmien lukumäärästä voisi päätellä.
Mittausten  mukaan  agglomeraatioiden  elektrokineettinen  potentiaali  pysyi  titrauksessa 
pitkään  muuttumattomana.  Vasta  titrauksen  päätepisteen  jälkeen  potentiaali  vaihtui 
magnetoferritiinin  pintapotentiaalista  PAMAMin  pintapotentiaaliin,  jossa  se  pysyi 
suurillakin PAMAMin lisäyssuhteilla. Agglomeraatioiden kokojakauma tasautui titrauksen 
loppuvaiheessa.
Taulukko  3:  Elektrokineettisiä  potentiaaleja  ferritiinille  ja  ferritiini–PAMAM-agglomeereille 
fosfaattipuskurissa  ilman  lisättyä  natriumkloridia.  Agglomeerien  pintavaraus  vastaa  enemmistö-
komponentin pintavarausta. Prosenttilukemat on annettu tilavuusprosentteina.
Näyte ζ-potentiaali ± σ (mV) Partikkelikoko (nm)
vapaa apoFn  -11,4 ± 0,6     13    
vapaa Pf-mFn  -25,3 ± 0,8     22,1 (99,6 %)
PAMAM  G1     2,3 ± 0,2       2    (data heikkoa)
PAMAM  G3   13,9 ± 0,4       3,5 (data heikkoa)
0,05:1 = G3:mFn  -23,1 ± 0,3     37    (77 %), 270 (22 %)
0,15:1 = G3:mFn  -23    ± 2 1640     (96 %), 5200 (2 %), 150 (2 %)
G3 ylimäärin (~1:1)   13    ± 2 1920     (99,7 %), 310 (0,3 %)
Pohdinta 
Ero  mFn:n  ja  apoFn:n  pintapotentiaaleissa  oli  yllättävä.  Ferritiinin  ytimen  ei  tulisi 
vaikuttaa  proteiinin  pintakemiaan.  Erilaista  pintavarausta  saattaa  selittää  mFn:n  ytimen 
valmistusprosessi, johon kuuluvien lämpötilan ja pH:n vaihteluiden on spekuloitu johtavan 
epästabiilisuuksiin suolaa sisältävissä liuoksissa,167 mikä voisi olla merkki pintavarausten 
muutoksista. Tulosten perusteella apoFn saattaisi muodostaa helpommin kiteitä kuin mFn, 
koska magnetoferritiinin suurempi pintavaraus aiheuttaa nopeaa aggregoitumista, mikä ei 
aina johda termodynaamisesti edullisimpaan muotoon.
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Mittausten perusteella vaikuttaa siltä, että titrattaessa mFn on aidosti agglomeraatioiden 
pintaa rajaava komponentti ja PAMAM päätyy lähes täydellisesti agglomeereihin ferritii-
nien  väliin.  Toisin  sanoen agglomeerit  eivät  olleet  hyvin  dynaamisia,  kun lähes  kaikki 
agglomeraatioiden pintaan adsorboitunut PAMAM johti nopeaan ferritiinin sitoutumiseen. 
Titrauksen  alettua  zetapotentiaali  pieneni  hieman,  mikä  saattoi  merkitä  pientä  määrää 
agglomeerien pinnoille adsorboitunutta PAMAMia. Tämän nojalla oletettiin, että PAMAM 
ei riittänyt tukkimaan ferritiinin huokosia agglomeerien pinnoilla niin kauan, kun ferritiiniä 
oli liuoksessa ylimäärin. Kun PAMAMia lisättiin vielä titrauksen päätepisteen jälkeen, jäi 
PAMAMia peittämään ferritiinin anionisia kanavia tai mahdollisesti reagoimaan osoitus-
reaktiossa muodostuvan TMB-johdannaisen kanssa. Kumpikin sivureaktio haittaisi TMB–
H2O2-osoitusreaktion soveltamista. 
Mittaussarja osoittaa, että agglomeraatioiden pintavaraus oli hetkellisesti neutraali ennen 
titrauksen  päätepisteen  saavuttamista.  Neutraalilla  vaiheella  voi  olla  suuri  merkitys 
agglomeraatioiden  vuorovaikutuksissa.  Kun  keskinäistä  repulsiota  ei  ole,  pääsevät 
agglomeraatiot  useammin  kontaktiin  keskenään.  Efektit  kuten  Ostwaldin  kypsyminen 
voisivat  johtaa  tasaisempaan agglomeraatioiden kokojakaumaan (muun muassa  Tauluk-
ko 3).  Ostwaldin kypsyminen saattaisi  olla  mahdollista  siinä titrauksen vaiheessa,  jossa 
agglomeerien elektrokineettinen varaus on lähellä neutraalia, koska silloin agglomeerien 
pinnalla  on sekä ferritiiniä  että  PAMAMia koordinoitumisia  varten,  jolloin agglomeerit 
kykenisivät  vastaanottamaan  tai  luovuttamaan  kumpiakin  komponentteja  ilman  suurta 
energiapanosta. Koska agglomeraatiot eivät kuitenkaan yhtyneet keskenään ja saostuneet, 
olivat  joko  vuorovaikutukset  odotettua  monimutkaisemmat,  tai  käytännössä  neutraalien 
agglomeraatioiden vaihetta  ei  saavutettu.  Ainakin elektrostaattisesti  yksinkertaisemmista 
komponenteista koostuvat agglomeraatiot ovat saavuttaneet maksimikokonsa neutraalissa 
lisäysvaiheessa.168 Neutraalin agglomeroitumisvaiheen merkityksen määrittämiseksi tarvit-
taisiin automatisoitu titrausjärjestelmä manuaalivirheiden välttämiseksi ja tarkkuuden sekä 
toistettavuuden parantamiseksi. 
Vastaavia  mittaussarjoja  on  tehty  myös  viruksille  ja  lineaarisille  polymeereille. 
Tutkimuksissa virusagglomeraatioiden pintapotentiaali  ei  saavuttanut titrauksessa lisätyn 
komponentin  pintapotentiaalia.116 Ero  tämän  tutkielman  tulokseen  johtunee  siitä,  että 
PAMAM  on  hyperhaarautuva  ja  sillä  on  keskusmonomeeri,  joten  se  on  pakotettu 
säilyttämään  kolmiulotteista  rakennettaan.  PAMAM  on  siten  lineaarista  polymeeriä 
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pakotetumpi  jättämään  osan  haaroistaan  liuokseen  ja  pitämään  varauksensa  tietyllä 
alueella. Se johtaa tehokkaampaan ferritiinin varauksen paikalliseen peittämiseen ja oman 
varauksensa esiintuomiseen ferritiinin ioniverhon lävitse: Sekä PAMAM G1:n että G3:n 
halkaisija  on  suurempi  kuin  ferritiinille  arvioidut  Debyen  pituudet  tässä  tutkielmassa 
käytetyissä  liuoksissa.  Sen  sijaan  yksittäiset  pitkätkin  lineaariset  polymeeriketjut 
kykenevät  levittäytymään  vastakkaismerkkisten  partikkelien  pinnalle  välttääkseen 
repulsiota itsensä ja ferritiinin vastaioniverhon kanssa ja maksimoidakseen vuorovaikutusta 
partikkelin  kanssa (Kuva 25).  Siksi  ulkoa  tarkasteltuna voidaan havaita  agglomeereista 
PAMAMin pintapotentiaali, mutta lineaarisen polymeerin ei. Tämä myös selittänee, miksi 
jo pieni dendrimeeri kykeni voimakkaaseen agglomeroimiseen, kun taas pieni lineaarinen 
polymeeri tai aina edes ensimmäisen kertaluvun dendronikaan106 ei siihen pystynyt.
Kun  huomioidaan  komponenttien  kokoerot  zetapotentiaalimittauksia  analysoitaessa, 
voidaan  elektrostaattisia  repulsioita  pitää  merkittävinä  titrauksen  alkuvaiheessa.  Silloin 
alimäärin  lisätty  ja  ferritiiniä  paljon  pienempi  PAMAM  ei  kyennyt  varjostamaan 
ferritiinien  vastakkaisia  varauksia  toisiltaan.  PAMAMin  ominaisuudet  aiheuttivat 
klusteroitumista  jo  pienillä  lisäyssuhteilla,  jolloin  klusteroituminen  alkoi  ketjumaisista 
rakenteista  ferritiinien  repulsioiden  minimoimiseksi.  Vasta  suuremmilla  PAMAMin 
lisäysmäärillä  vastakkaisvaraukset  mahdollistavat  ketjujen  yhteenliittymisen  ja 
tihentymisen  agglomeraatioiksi.  Hypoteesiä  tukee  havainto  siitä,  kuinka  agglomeerien 
63
Kuva 25: Dendrimeerin (vasen), matalan kertaluvun dendronin ja 
lineaarisen polymeerin sitoutumistapojen erot ferritiinin pinnalla 
havainnollistettuna. Valkoinen pinta kuvaa yksinkertaistettua 
ferritiiniä. Sitä kiertävä vaalean sininen alue on Debyen pituuden 
sisäpuolelle jäävää aluetta. Pallot kuvaavat vapaita ioneita. Perustuu 
osittain lähteeseen106. 
zetapotentiaali pysyi lähes vapaan ferritiinin tasolla siihen saakka, kunnes kaikki ferritiini 
on agglomeroitunut ja saavutettiin titraamisen päätepiste. 
Eräissä liuoksissa havaittu agglomeraatioiden pieneneminen johtuu niiden pintarakenteiden 
tihentymisestä. Titrauksen edetessä agglomeerien reunoilla olevat ketjumaisesti järjestäy-
tyneet  ferritiinit  takertuivat  tiukemmin  supramolekulaarisen  partikkelin  pintaan  ja 
agglomeraatiokasaumat  painautuivat  tiukemmin  yhteen,  kun  titrauksen  päätteeksi 
PAMAMia riitti  kauttaaltaan varjostamaan ferritiinien varaukset toisiltaan. TEM-kuvissa 
havaittiin  eri  tiheyksisiä  agglomeraatioita,  jotka  vaikuttivat  tukevan  teoriaa,  mutta 
näytteenvalmistusteknisistä syistä niiden tulkinta on hankalaa. Tätä käsitellään seuraavassa 
luvussa.
3.2.3 Agglomeerien muodot ja fraktaalimaisuus
Tulokset 
TEM-kuvannus antaa arvokasta ja helposti tulkittavaa tietoa agglomeraatioiden muodoista 
ja fraktaalidimensioista eri PAMAM–Fn-lisäyssuhteilla. Menetelmän haittapuolena on sen 
työläys ja näytteen tilastollisesti pätemätön analysointi.  Lisäksi TEM-näytteen valmistus 
vaikuttaa näytteeseen lähes aina, ja vaikutuksen arviointi on vaikeaa.
Eri näytteenvalmistusmenetelmillä saatiin hieman poikkeavia tuloksia. Kylmäkuivaamalla 
saatiin  suurempia kiteitä  näkyviin,  ja pienempi osa agglomeraateista  levisi  näytehilalle. 
Havaittujen  erojen  vuoksi  agglomeerien  koko-  ja  rakennevertailut  DLS:n,  TEMin  ja 
SAXSin  välillä  eivät  ole  kvantitatiivisia.  Kvalitatiiviseen  vertailuun  niiden  tulkitaan 
käyvän. 
Agglomeraatioiden  alkuvaiheet  vaikuttivat  etenevät  ketjumaisten  ja  fraktaalimaisten 
klusterien kautta (Kuvat 26 ja 27). Kuvissa näkyvät ferritiinin mineraaliytimet todistavat 
magnetoferritiinin  osallistumisen  agglomeroitumiseen,  sillä  kuvien  yksityiskohdat  ovat 
liian suuria ja tiheitä ollakseen PAMAM G3:a.169 Sekä satunnaisesti järjestäytyneitä ketjuja 
että  vapaita  proteiineja  oli  havaittavissa erityisesti  titrausten  keskivaiheilla.  Esimerkiksi 
kuvaan 26 (lisäyssuhde  m(PAMAM G3):m(mFn) = 0,020:1, 25 mM NaCl) saatiin DLS-
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määritysten perusteella liuos, jossa odotettu klusterien hydrodynaaminen säde olisi hieman 
yli 200 nm ja noin puolet ferritiinistä olisi alle 100 nm klustereissa tai vapaana. Kuvassa 
näkyy runsaasti ketjumaisia rakenteita.
Kuvassa  27  on  PAMAM  G3:a  lisätty  massalisäyssuhteessa  0,002:1  magnetoferritiiniin 
nähden. Kun liuokseen oli lisätty 100 mM NaCl, oli DLS-titrausten perusteella odotettu 
partikkelien halkaisija 200 nm, ferritiinienemmistö oli 400 nm agglomeereissä ja vain noin 
15 V-% alle 100 nm klustereissa. Agglomeerit näyttivät lähes täysin amorfisilta.
Kuva suuremmista agglomeereista osoittaa (Kuva 28), kuinka pienempien lisäyssuhteiden 
liuoksissa yleiset  ketjumaiset  rakenteet  ovat  paksuuntuneet.  Agglomeeraatiot  vaikuttivat 
muutenkin  tiheämmiltä  ja  niitä  reunustaneet  ketjumaiset  ulokkeet  olivat  poissa.  Selvää 
järjestäytymistä  havaittiin  etenkin  tummempina  näkyvinä  kolmiulotteisissa  ferritiiniryp-
päissä. 
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Kuva 26: TEM-kuva näytteestä, jossa m(PAMAM G3):m(mFn) = 0,020:1, 
ja kun liuokseen oli lisätty 25 mM NaCl. Kuvasta erottuvat pisteet ovat 
magnetoferritiinin mineraaliytimiä. Pienimmät agglomeraatiot näkyvät 
ketjumaisina rakenteina.
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Kuva 27: TEM-kuva 
näytteestä, m(PAMAM 
G3):m(mFn) = 0,002:1; 
100 mM NaCl. Näytteet 
varjostettiin uranyyliase-
taatilla, minkä johdosta 
ferritiinin proteiinikuori 
näkyy valkoisena halona. 
Näyte imeytettiin ja ilma-
kuivattiin. Agglomeerit 
näyttivät lähes täysin 
amorfisilta.
Suolaisemmassa verrokkinäytteessä ei havaittu yhtä hyvää järjestäytyneisyyttä (Kuva 29). 
Kuivumisen myötä liuoksesta on kiteytynyt suolaa, mikä häiritsee kuvannusta. Suolakiteet 
myös merkitsevät paikallisesti kasvaneita eroja suolakonsentraatiossa kuivatuksen aikana. 
Vaikka näyte jäädytettiin nestetypellä alumiinialustalle, on näyte saattanut päästä sulamaan 
lyofilisoinnin  aikana.  Kuvannettu  näyte  jäädytettiin  magneettikentässä,  mutta  selvää 
anisotrooppista järjestäytymistä ei vastoin odotuksia silti havaittu.
Agglomeraatioiden  tiivistymiseen  liittyviä  ilmiöitä  tutkittiin  HEPES-puskuriin  tehdyistä 
näytteistä (Kuvat 30 ja 31). HEPES-puskurissa oli havaittu hydrodynaamisen halkaisijan 
pienenemistä  jopa kymmenillä  prosenteilla.  Kuvassa 30 esitetään hyvin fraktaalimainen 
agglomeraatio lisäyssuhteella  m(PAMAM G3):m(mFn) = 0,15:1, jolla agglomeraatioiden 
koko oli suurimmillaan (noin 2 μm).
Kuvassa 31 on havaittavissa selvää kompaktoitumista edelliseen näytteeseen verrattuna. 
Kun  titrausta  jatkettiin  lisäyssuhteesta  0,15:1  suhteeseen  1:1,  kasvoi  fraktaalidimensio 
radikaalisti,  samalla  kun agglomeraatiokoon odotettiin  DLS-tulosten nojalla  pienenevän 
noin 1,5 mikrometriin. 
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Kuva 29: TEM-kuva näytteestä, 
jossa m(PAMAM G3):m(mFn) = 
0,4:1, fosfaattipuskuri, 100 mM 
NaCl. Suuret objektit ovat NaCl-
kiteitä. Näyte jäädytettiin nestety-
pellä ja kylmäkuivattiin magneetti-
kentässä, mutta ferritiinien järjes-
täytymistä tai agglomeraatioiden 
anisotrooppisia muotoja ei havait-
tu.
Kuva 30:TEM-kuva 
näytteestä, jolle m(PAMAM 
G3):m(mFn) = 0,15:1. 
HEPES-puskuri (pH 6,5). 
Näytteessä ei käytetty 
varjoainetta, vaan taustan 
tummuus johtuu puskuri-
liuoksen jäämistä. Näyte 
kuivattiin imeyttämällä ja 
seisottamalla ilmassa.
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Kuva 31: TEM-kuva agglomeereista, kun m(PAMAM):m(mFn) = 1:1. 
HEPES-puskuri (pH 6,5). Näyte jäädytettiin nestetypellä ja 
kylmäkuivattiin. 
Ferritiinin järjestäytymistä tutkittiin myös sen pI-pisteen alapuolella. Kristalliiteja esiintyi 
asetaattipuskurissa (pH:ssa 4,0) ilman lisättyä PAMAMia (Kuva 32).
Myös PAMAM G1 agglomeroi hyvin. Kuvan 33 agglomeereissa näkyy järjestäytymisen ja 
adheesion  eri  asteita.  Vasemmanpuolimmaisin  agglomeraatio  on  levinnyt  pinnalle  ja 
muistuttaa  tyypillisintä  näkymää  kaikista  TEM-kuvannuksista.  Siinä  näkyy  viitteitä 
pienistä järjestäytymisen alueista. Keskimmäinen on sen sijaan hyvin kolmiulotteinen ja 
monin kohdin kiteytynyt. Ylimmässä näkyy sekä kiteisiä että amorfisia alueita. Näyte on 
vitrifioitu ja kylmäkuivattu plasmakäsitellyllä hiilikalvolla.
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Kuva 33: TEM-kuva vitrifioidusta ja 
lyofilisoidusta näytteestä, kun lisäys-
suhde m(PAMAM G1):m(mFn) = 
0,4:1. Näyte valmistettiin fosfaatti-
puskuriin ilman NaCl:ia.
Kuva 32: TEM-kuva pelkästä 
magnetoferritiinistä asetaattipuskurissa 
(pH 4,0). Ferritiinin järjestäytymistä 
näkyy kuvan alareunassa.
Pohdinta 
Yhdessäkään  TEM-kuvassa  ei  esiinny  ainoastaan  pyöreitä  ja  tiiviitä  agglomeraatteja. 
Kuvien perusteella on syytä epäillä, että saadut arvot hydrodynaamisille säteille eivät ole 
yksiselitteisiä  lukuja.  Tämä  vaikeuttaa  agglomeraatioiden  katalyyttisen  aktiivisuuden 
arviointia  pelkän  hydrodynaamisen  säteen  perusteella.  Olettaen  että  TEM-näytteiden 
valmistusmenetelmät  eivät  ole  muuttaneet  tutkittuja  agglomeraatteja,  tutkimuksemme 
havainnot  fraktaalimaisista  ja  epäpyöreistä  agglomeraatioista  tukevat  epäilyä,  että 
agglomeraatioiden efektiiviset pinta-alat ovat olleet paljon oletettua suuremmat.
Fraktaalidimensio vaikutti sitä pienemmältä, mitä ionivahvempaa tai PAMAM-pitoisempaa 
liuos oli. Se viitannee palautuvampaan koordinoitumiseen eli vähemmän diffuusiorajoit-
teiseen agglomeroitumiseen, kun ionivahvuutta nostettiin. Reversiibelimmät sitoutumiset 
ovat tärkeitä kiteisyyden kannalta, koska suuret kiteet tuskin olisivat mahdollisia ilman, 
että olemassaolevan fraktaalimaisen rakenteen haaroja katkaistaisiin ja uudelleenjärjestel-
täisiin  kiteytymisen  edetessä.  Toisaalta  suolavahvuuden  nousu  vaikutti  johtavan 
amorfisempiin  agglomeraatioihin.  Koska  parhaat  kiteet  saatiin  G1:llä  ja  pienimmillä 
ionivahvuuksilla,  kiteiden  kannalta  voi  olla  olennaista,  että  Fn–PAMAM-agglomeerien 
pinnanmuotojen korkeudet olisivat mahdollisimman pienet verrattuna Debyen pituuteen.
Agglomeerien  kytkösten  palautuvuus  on  tämän  tutkimuksen  kannalta  olennaista.  Jos 
kasautuminen  on  hyvin  palautumatonta,  lisäysmenetelmällä  on  suuri  vaikutus 
muodostuvien agglomeraatioiden rakenteille. Jos tällaisessa liuoksessa lisätään PAMAMia 
nopeasti  suhteessa  sekoitusnopeuteen,  johtaa  se  PAMAM-konsentraatiogradientteihin  ja 
heterogeenisempaan seokseen klustereita. Tällöin agglomeerien sisälle saattaa muodostua 
Fn-  tai  PAMAM-vakansseja.  Kiteisiin  tarvitaan  aina  hyvin  vakiomääräinen  suhde  eri 
komponentteja,  joten  vaihtelevat  pitoisuudet  ehkäissevät  puhtaiden  kiteiden  muodostu-
mista. Palautumattomat sitoutumiset johtavat lisäksi diffuusiorajoitteiseen sitoutumiseen, 
mikä helposti johtaa fraktaalimaisiin huokosiin rakenteisiin.
Järjestäytynyt rakenne (Kuva 28) saattoi olla seurausta näytteenvalmistuksellisista syistä, 
sillä  näytteen  vitrifioiminen  ja  kylmäkuivaus  vähentää  riskiä  rakenteen  muuntumisesta 
näytteenvalmistuksen aikana. Suurten agglomeerien kohdalla havaittiin, että vitrifioimalla 
ja kylmäkuivaamalla saatiin näytteistä uudenlaisia kuvia. Kylmäkuivaus ei poista kaikkia 
kuivatuksesta johtuvia vaikutuksia näytteeseen, sillä liuottimen vähetessä vuorovaikutukset 
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TEM-hilan kanssa voimistuvat riippumatta siitä, oliko puskuriliuos haihdutuksen aikana 
kiinteää vai  ei.  Kuva kuitenkin todistaa,  että  kristalliitit  ovat  mahdollisia  kuivatussakin 
näytteessä. Agglomeraation koukeroinen rakenne (esimerkiksi kuva 28) selittyy klusterien 
liittymisestä toisiinsa PAMAM-lisäyksen loppuvaiheessa. Kuvaan 27 nähden suuremmat 
agglomeerit  saatiin  lisäämällä  PAMAMia  määrällä,  joka  riitti  kompensoimaan  suolan 
vähentämistä. Sekä PAMAMin että suolan lisäämisen arvellaan kiihdyttävän agglomeroitu-
mista vähentämällä repulsioita ferritiinien välillä, vaikka niiden vaikutusmekanismit ovat 
erilaiset.
Suolaisten  verrokkinäytteiden  heikompi  järjestäytyneisyys  (Kuva  29)  voi  olla  merkki 
hallitsemattomammasta  agglomeroitumisesta,  kun  attraktiot  ovat  paljon  repulsioita 
voimakkaampia.  Voimakkaammat  repulsiot  eivät  silti  välttämättä  merkitse  parempaa 
kiteisyyttä,  jos vuorovaikutukset ovat niin isotrooppisia,  että agglomeroituminen pääsee 
tapahtumaan nopeasti. Näin käy, jos Debyen pituus on kyllin lyhyt suhteessa varautuneiden 
alueiden  kokoon.  Vaikka  attraktio  ja  repulsiot  olisivat  molemmat  voimakkaita,  voivat 
vahvat  repulsiot  pitää  yllä  ketjumaisia  rakenteita  (kuva  30),  jotka  agglomeraation 
tiivistyessäkin  madaltaa  fraktaalidimensiota.  Kuvassa  31  näkyvät  suuret  huokoset 
muodostuivat,  kun agglomeraation haarat pääsivät  liittymään agglomeraatioiden pintaan 
ilman,  että  kokonaisuus  olisi  painunut  koko  rakenteeltaan  kasaan.  Järjestäytyminen  on 
kuvien perusteella lähes olematonta.  
Myös  Tähkä164 on  tutkimuksessaan  havainnut  magnetoferritiinin  hakeutuvan  pienillä 
sidosaineen lisäyksillä ketjumaisiin rakenteisiin, vaikka liuoksessa ei pitäisi olla rakenteita, 
jotka sitoisivat kerrallaan kolmea tai useampaa proteiinia yhteen. Hän ei käyttänyt työssään 
dendrimeeriä  vaan  diblokkikopolymeerejä,  joiden  toinen  pää  oli  tehty  kationiseksi. 
Positiivisesti varautunut pää sitoi ferritiinejä yhteen ja liuokseen jäänyt neutraali pää ohjasi 
steerisesti rakenteet yksiulotteisiksi. PAMAM on homogeenisesti varautunut lähes pyöreä 
polymeeri, joten sillä samaa vaikutusta ei pääse syntymään. 
Anisotrooppiseen  järjestäytymiseen  on  muitakin  selityksiä  repulsioiden 
pienentämispyrkimyksen lisäksi.
1. Partikkelien ja erityisesti niiden mineraaliytimien välillä vallitsee heikkoja dipolisia 
vuorovaikutuksia.
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2. Näytteenvalmistuksessa  klusterit  saattavat  venyä  ja  repeytyä  nesteen  leikkautu-
misen vuoksi, tai kuivuva puskuririntama vetää agglomeereja yhteen.
3. Agglomeerien sisällä oleva kosteus haihtuu vasta TEMin vakuumissa, joka saa ne 
lopulta hajoamaan räiskyen.
4. Järjestäytyminen on erittäin palautumatonta, ja aggregoituminen olisi diffuusiora-
joitteista, eli tuloksena olisi niin sanottu kineettinen tuote.
Dipoliset  vuorovaikutukset  (selitys  1)  ovat  kirjallisuuskatsauksen  mukaan  mahdollisia 
pienilläkin  partikkeleilla,  minkä  todentaminen  onnistuisi  tutkimalla  mikroskooppisesti 
apoFn-agglomeraatioita PAMAMin kanssa tai magneettikentän vaikutuksia magnetoferri-
tiinin  järjestäytymiseen.103 Voimakkaan  nappimagneetin  käytön  ei  kuitenkaan  havaittu 
vaikuttavan kylmäkuivattujen agglomeerien rakenteeseen TEM-näytteitä valmistettaessa, 
mikä  viittaisi  magneettisuuden  häviävän  voimakkuudessaan  muille  tekijöille.  Lisäksi 
magnetiitille  arvioitu  superparamagneettisten  partikkelien  kokoraja  on  moninkertainen 
magnetoferritiinin ytimen kokoon verrattuna.
Selitys  2  ei  ole  todennäköinen,  sillä  muuten  olisi  odotettavissa  järjestäytymistä 
yhtenevempiin  suuntiin.  Cryo-TEM-kuvannuksella  voitaisiin  saada  varmennus.  Syyn  3 
vuoksi etenkin suurten agglomeerien kohdalla tulee kuivaus suorittaa huolella tai vitrifioi-
dusta näytteestä. Se ei silti selitä pienten klusterien ketjumaista rakennetta (muun muassa 
kuva  24),  sillä  ne  eivät  voi  kerätä  sisälleen  merkittävää  nestevarantoa,  joka  pääsisi 
vakuumissa kiehumaan. Agglomeraatioiden fraktaalimainen rakenne on tyypillistä kineetti-
selle tuotteelle, minkä nojalla selitys 4 on mahdollinen tekijä. 
TEM-kuviin vaikutti myös näytteenvalmistusmenetelmä. Hyvin valittu valmistusmenetel-
mäkään ei sinänsä takaa järjestäytyneisyyttä näytteessä sillä näytteen itsensä ominaisuudet 
vaikuttavat  vahvasti  saatavaan lopputulokseen.  Tähkän tutkielmassaan164 esittämät cryo-
TEM-kuvat  mFn–diblokkikopolymeeri-agglomeraatioista  muistuttavat  tutkimuksemme 
kuvia rakenteeltaan ja muodoltaan, kun taas Liljeströmin apoFn–PAMAM-agglomeraati-
oita  esittävissä  cryo-TEM-kuvissa165 erottuu  selviä  kiteisiä  alueita.  Kuvaaminen  cryo-
TEMillä vähentäisi ongelmia, koska menetelmä lukitsee agglomeerit siihen asentoon, jossa 
ne  olivat  vielä  liuosvuorovaikutusten  aikana.  Kuivien  näytteiden  kuvaamista  häiritsevä 
suola  pysyisi  silloin  osana  liuosta.  Jäädytys  ja  kuivaus  eivät  aiheuttaisi  merkittäviä 
häiriötekijöitä muuttuvien konsentraatioiden tai kiteytyvän veden takia. Kuivaus ei silti ole 
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este  kiteiden  havaitsemiselle,  josta  kuva 33  on  osoitus.  Kiinnostava  seikka  on  osittain 
amorfisen agglomeraation lähellä näkyvä laaja tummempi alue, jonka muoto muistuttaa 
nestefaasin kuivumajälkiä. Jos se on jäännettä kuivuneesta puskuriliuoksesta, saattaisi se 
tarkoittaa  näytteen  sulaneen  kesken  lyofilisoinnin.  Koska  amorfinen  agglomeraatio  on 
jäänyt  konsentroituvaan  puskuriliuokseen,  saattaa  ionivahvuuden  muutokset  tai 
kuivumisen mekaaniset voimat olla johtaneet nestefaasin sisälle jääneen agglomeraation 
amorfisoitumiseen. Tarve cryo-TEM-varmennuksille on ilmeinen näytteenvalmistusmene-
telmästä johtuvien tekijöiden minimoimiseksi.
3.2.4 Agglomeraatioiden kiderakenne
Tulokset 
Agglomeraatioiden  kiderakennetta  määritettiin  pienkulmaröntgendiffraktiometrialla. 
Kuvassa  34  esitellään  SAXSilla  saatu  sirontadata  suolapitoisuudeltaan  erilaisissa 
vesiliuoksissa. Matalilla suolapitoisuuksilla havaittiin yksi selvä piikki alueella 0,052 Å-1 ja 
kolme piikkiä alueella 0,083 Å-1 -  0,105 Å-1.  Niiden muoto ja tarkat sijainnit vaihtelivat 
suolapitoisuuden mukaan. Kun NaCl-pitoisuus ylitti 25 mM, selvää signaalia kiteisyydestä 
ei SAXSilla saatu enää lainkaan. 
Tuloksia verrattiin PowderCellillä laadittuihin mallinnustuloksiin, joita laadittiin yksinker-
taiselle  kuutiolliselle  (sc),  heksagoniselle  (hcp),  pintakeskiselle  kuutiolliselle  (fcc)  ja 
tilakeskiselle  kuutiollisesta  (bcc)  rakenteelle.  Yksikään  rakenne  ei  yksinään  selittänyt 
saatua sirontaa. Sc ja hcp suljettiin pois vaihtoehdoista, sillä niille ilmaantui mallinnuk-
sessa vahva sirontamaksimi noin 0,07 Å-1:n kohdalle. Bcc ja fcc sopivat 0,05 Å-1 ja 0,08 Å-1 
– 0,11 Å-1 esiintyneisiin sirontakuvioihin osittain, kun hilavakioksi oletettiin fcc:lle 21,65 
ja bcc:lle 14,43. Tällöin kiteen rakenneosasten koko olisi 12,4 nm fcc:n ja 12,6 nm bcc:n 
mukaan,  kun  ferritiinin  koko  on  noin  12 nm.  Kun  näytteen  NaCl-pitoisuus  oli  0 mM, 
kuvasi  fcc  sirontakuviota  parhaiten.  Kokeellisen  kuvion  piikkien  leventymät  johtuivat 
näytteen  epätäydellisyyksistä,  kuten  kiteiden  rajallisesta  koosta,  kiteiden  muodoista, 
kidevirheistä,  instrumentiikasta  sekä  lämpöliikkeestä.  Niillä  voi  olla  vaikutusta  myös 
piikkien sijaintiin ja kokoon.
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TEM:llä havaittiin yli  sadan nanometrin kristalliitteja niissä näytteissä, joihin NaClia ei 
oltu  lisätty.  Kaikissa  näytteissä  oli  runsaasti  amorfisia  alueita.  Näytteenvalmistuksen 
vaikutusta  amorfisuuteen  ei  voida  sulkea  pois,  mutta  ionivahvuuden  kasvu  vaikutti 
korreloivan  vahvasti  amorfisuuden  lisääntymisen  kanssa.  Sironnan  katoaminen  suurilla 
suolapitoisuuksilla  ei  voi  TEM-  ja  DLS-mittausten  nojalla  johtua  vain  agglomeerien 
purkautumisesta, joten muutoksen on oltava agglomeraatiorakenteellinen tekijä.
Pohdinta 
Mallinnuksen  puutteena  oli  bcc:n  voimakkaan  absorptiopiikin  puuttuminen  0,06 Å-1:n 
kohdalta.  Toisaalta  sirontakuvion maksimi  0,052 Å-1:ssa  on unimodaalisempi kuin fcc:n 
mallinnuksen perusteella voitaisiin päätellä. Intensiteettien muutoksia ei myöskään kyetty 
selittämään  vain  mallinnustulosten  lineaarikombinaationa,  varsinkaan  kun  huomioitiin 
intensiteettien muutosta suolapitoisuuden funktiona. Esimerkiksi NaCl-pitoisuuksissa 12,5-
25 mM 0,08-0,09 Å-1 kohdalla bcc vaikutti olevan vallitsevampi kidemuoto, vaikka samaan 
aikaan  bcc:n  intensiteettimaksimi  0,105 Å-1:ssä  pienenee.  Sirontamaksimit  alueella 
74
Kuva 34: SAXS-mittaus PAMAM–mFn-agglomeereista eri suolakonsentraatioissa. 
Mallinnetut fcc- ja bcc-rakenteet esitetään katkoviivoin.
0,115 Å-1 – 0,13 Å-1 olivat niin pieniä ja lähekkäin toisiaan, että sirontakuvion arvioiminen 
oli vaikeaa.
Bcc auttoi mallinnuksessa täydentämään fcc:n jättämää aukkoa alueella 0,10 Å-1-0,11 Å-1. 
Hcp olisi kyennyt selittämään yksinään diffraktiodataa kyseisellä alueella, mutta muualla 
se  selitti  diffraktiokuviota  hyvin  heikosti.  Kokonaisia  hcp  tai  bcc-kiteitä  ei  näytteessä 
voinut  olla,  koska  muuten  niiden  kaikki  mallinnetut  piikit  olisivat  näkyneet 
sirontakuviossa.  Kokonaisten  kiteiden  sijaan  etenkin  bcc-tyyppisesti  järjestäytynyttä 
ferritiiniä  voisi  olla  ohut  kerros  kiteiden  ulkopinnoilla,  jolloin  mitatun  spektrin  bcc-
piikkien intensiteettisuhteet voisivat olla hyvin vaihtelevat. Yleisemmin todettuna kiteiden 
intensiteettisuhteet  voivat  vaihdella,  jos  kiteiden  orientaatiot  eivät  ole  tasaisesti 
jakautuneet.
Liljeström165 havaitsi  jopa  mikronin  kokoisia  yksittäisiä  kiteitä  SAXS-mittauksissaan 
erityisesti 13-25 mM NaCl-pitoisuuksissa. Osassa hänen sirontakuviossaan renkaat olivat 
jakautuneet  pisteiksi,  mitä  tapahtuu,  kun  kiteisten  alueiden  koko  lähestyy  kollimoidun 
röntgensäteen kokoa. Sekä mittausolosuhteet että renkaiden heijastuskulmat ja intensiteetit 
vastasivat  hyvin  tässä  tutkimuksessa  saatuja  arvoja.  Varmuutta  kiteiden  kokoeroja 
selittävästä  tekijästä  ei  ole,  mutta  järjestäytymisen  ymmärtäminen  olisi  tärkeää  muun 
muassa partikkelin efektiivisen pinta-alan määrittämiseksi katalyyttisiä sovelluksia varten. 
Järjestäytymisen  on  myös  osoitettu  voivan  vaikuttaa  voimakkaasti  agglomeraation 
magneettisiin ominaisuuksiin.143 
3.3 Agglomeroitumiseen vaikuttavat tekijät
Tässä  luvussa  esitellään  työssä  tutkittujen  liuosparametrien  vaikutusta 
agglomeroitumiseen. Tulosten keskeisenä esitysmuotona on agglomeraatiokokoja esittävät 
graafit,  joissa  esitetään  partikkelien  hydrodynaaminen  halkaisija  m(PAMAM):m(Fn)-
lisäyssuhteen funktiona. Partikkelien ”halkaisijaa” on merkitty kahdella muuttujalla, jotka 
yhdessä  kuvaavat  kokojakaumaa  tehokkaammin  kuin  kumpikaan  yksistään:  Zetasizerin 
laskema keskiarvo ”Z-average” eli  z-keskiarvo sekä ”suurin piikki”,  eli  se  partikkelien 
halkaisija,  jota  on  prosentuaalisesti  eniten  kokonaistilavuudessa  laskettuna.  Graafeihin 
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lisättiin y2-akseli, jolla kuvataan hydrodynaamiselta halkaisijaltaan alle 100 nm klustereissa 
olevaa osuutta ferritiineissä, ns. vapaata ferritiiniä.
Luku  100 nm  on  valittu  helpottamaan  sellaisten  ferritiinikokonaisuuksien  seuraamista, 
joissa  oleva  ferritiini  voisi  osallistua  reaktioihin  tehokkaasti.  Halkaisijaltaan  100 nm 
olevissa  tiiviissä  klustereissa  on  yli  40 %  ferritiinistä  liuokseen  suoraan  yhteydessä 
vähintään puolella pinta-alallaan. Samaan arvoon sisältyy vapaan ferritiinin osuus, joten 
samaa  raja-arvoa  seuraamalla  voidaan  luontevasti  varmistaa,  että  ferritiinit  sitoutuvat 
jokseenkin  samanaikaisesti.  Vapaan  ferritiinin  loppumisella  voidaan  varmentaa,  että 
etenkin titrauksen alkuosassa havaittavat klusterit eivät koostuisi ainoastaan PAMAMista, 
vaan  mFn–PAMAM-agglomeereista.  PAMAMin  tiedetään  kykenevän  klusteroitumaan 
yksikseenkin.169  TEM-kuvannusta käytetään varmentavana tiedonlähteenä.
Partikkelien  kokoon  liittyy  vahvasti  myös  niiden  tilavuus/pinta-ala  -suhde.  Titrauksen 
alkuvaiheessa  agglomeerien  pintaa  määrittää  vapaan  PAMAMin  puute  ja  ferritiinin 
elektrokineettinen potentiaali.  Samaan aikaan agglomeraatioiden tilavuus on PAMAMin 
lisäyksen  kokonaismäärästä  riippuvaista:  Mitä  enemmän liuoksessa  on  PAMAMia,  sitä 
suurempi osa ferritiinistä voi sijaita agglomeraation sisällä, ja sitä suurempia partikkelit 
voivat olla painoltaan. Jos PAMAMin ja ferritiinin vuorovaikutus on palautumatonta, voi 
PAMAM-lisäyksessä syntyvät konsentraatioerot johtaa joukkoon erikokoisia agglomeraa-
tioita.  Repulsiot  ja  PAMAMin  puute  pakottavat  titrauksen  alussa  minimoimaan  tiheän 
ytimen tilavuutta eli olemaan hyvin huokoisia. Palautumattomasti koordinoituvat agglome-
raatiot  eivät  kykenisi  kompensoimaan fraktaalimaisia  muotoja  tai  suurta  kokojakaumaa 
suuremmillakaan PAMAMin lisäysmäärillä, koska haaroittuneiden kokoonpanojen järjes-
täytyminen  kiteisiksi  tai  niiden  kokojakauman  tasoittuminen  vaatisivat  mFn–PAMAM-
sidosten katkomista.
Jos  seoksessa  on  paljon  isoja  klustereita  kaappaamassa vapaata  ferritiiniä,  voi 
agglomeerien  muodostumismekanismi  muuttua.  Esimerkiksi  agglomeraatioiden 
huokoisuus  vaikuttaa  selvästi  niiden  kykyyn  kaapata  vapaita  partikkeleita,119 mikä  voi 
vääristää  titrauksia  –  aggregaatit  saattaisivat  kasvaa  eri  tahtiin  ja  eri  mekanismeilla 
riippuen esimerkiksi siitä, ovatko ne saaneet alkunsa titrauksen aikana pipetin suulla vaiko 
vasta  sekoitetussa  liuoksessa.  Lisäysmenetelmä  on  saattanut  myös  rikkoa  rakenteita. 
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Kaiken kaikkiaan homogeeniseen liuokseen ei voida päätyä käytetyillä menetelmillä ilman 
edes jokseenkin reversiibelejä sitoutumisia.
Ferritiinin  keskimääräisenkään  konsentraation  vaikutusta  reaktioliuokseen  ei  tutkittu 
tarkoin, vaikka sen tiedetään vaikuttavan ydintymisnopeuteen ja sitä kautta kiteytymiseen. 
Konsentraatio voi olla merkittävä tekijä eri mittausmenetelmien tuloksia vertailtaessa, sillä 
mittauksissa joudutaan käyttämään hyvinkin poikkeavia ferritiinikonsentraatioita. Tämän 
vuoksi DLS (klusterikoko), SAXS (kiderakenne), TEM (rakennemääritykset) ja UV–VIS 
(osoitusreaktion  nopeus)  eivät  ole  toisiinsa  määrällisesti  verrattavissa.  Valonsironta-  ja 
UV–VIS-mittauksissa käytettiin vain hieman toisistaan poikkeavia pitoisuuksia, tavallisesti 
25-50 μl/ml, minkä sisällä oletettiin agglomeraatioiden rakenteiden ja kokojen olevan lähes 
samanlaiset.
Lämpötila  vaikuttaa  agglomeroitumisen  vapaaenergian  (7)  kautta. Kasvattamalla 
lämpötilaa  voidaan  voimistaa  agglomeroitumista  vastustavan  entropian  vaikutusta. 
Tutkimuksemme  suoritettiin  vallitsevissa  huoneenlämpötiloissa,  joissa  on  voinut  olla 
pieniä eroja. Käytettyjen laitteistojen vaikutusta näytteen lämpötilaan ei tunneta eikä sitä 
seurattu.
Lisävirhettä  tulee  myös  magnetoferritiinin  tarkan  painon  puuttumisesta.  Magnetoferri-
tiinille  käytettiin  kirjallisuuden  esimerkin  mukaan  samaa  molekyylipainoa  kuin 
apoferritiinille, vaikka rautapitoinen mineraaliydin painaa enemmän kuin vastaava tilavuus 
puskuriliuosta.
3.3.1 Magnetoferritiinin ja apoferritiinin erot
Tulokset 
Magnetoferritiinin  mineraaliytimen  vaikutusta  agglomeroitumiseen  tutkittiin  DLS:llä. 
Vertailu  toteutettiin  titraamalla  sekä  magnetoferritiiniä  että  apoferritiiniä  PAMAM  G3 
-liuoksilla fosfaattipuskurissa (10 mM, pH 5,6).  Molemmat titraukset alkoivat tilanteesta, 
jossa  osa  vapaista  ferritiineistä  muodosti  pieniä,  alle  100 nm klustereita.  Kun  titrausta 
jatkettiin  lisäyssuhteeseen  0,05:1  (PAMAM G3:mFn,  painon  mukaan),  oli  suurin 
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kokoluokka  jo  kasvanut  halkaisijaltaan  yli  100 nm  agglomeraatioiksi  (Kuva  35).  Z-
keskiarvo  kasvoi  aluksi  nopeammin  kuin  ferritiiniagglomeraatioiden  enemmistö  (myös 
Kuva 24). Agglomeroituminen käynnistyi apoferritiinille pienemmillä dendrimeerilisäyk-
sillä kuin magnetoferritiinille.
ApoFn muodosti noin 50 % pienempiä agglomeraatioita kuin mFn (Kuva 35). Molemmat 
saavuttivat suurimman kokonsa jo lisäyssuhteella 0,1:1 =  m(PAMAM):m(Fn). Agglome-
raatiot  eivät  kasvaneet  lisäyssuhteen  0,4  jälkeen,  vaan  jopa  pienenemistä  havaittiin. 
Suurimman piikin ja z-keskiarvon erojen perusteella apoFn ei päätynyt yhtä homogeeni-
seen agglomeraatiojakaumaan kuin mFn, ennen kuin titraus oli edennyt hyvin pitkälle.
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Kuva 35: Apo- ja magnetoferritiinin agglomeraatioiden dh kuvattuna PAMAM G3:n 
lisäyksen funktiona, kun c(mFn) = 40 μg/ml. ± σ on laskettu vähintään kolmesta 
mittauksesta. Sinisillä palloilla on kuvattu alle 100 nm klustereissa olevan ferritiinin osuus 
tilavuusprosentteina.
Käytetty liuos oli 10 mM fosfaattipuskuri (pH 5,6), johon ei oltu lisätty natriumkloridia. 
Kuvan pisteitä yhdistävät viivat on lisätty lukemisen helpottamiseksi.
Pohdinta 
Mineraaliytimien  magneettinen  tila  oli  laimeissa  liuoksissa  superparamagneettinen. 
Konsentroituneessakin  liuoksessa  dipolin  suunta  oletettiin  niin  epästabiiliksi,  että  se  ei 
vaikuttaisi vuorovaikutuksiin olennaisesti. Zetapotentiaalimittauksien perusteella magneto-
ferritiinin  pintavaraus  oli  suurempi  kuin  saman  lajin  apoferritiinin  (Taulukko  3). 
Apoferritiinin  heikompi  varaus  ei  mahdollista  yhtä  monen  PAMAM-molekyylin 
adsorboimista,  ennen  kuin  agglomeerin  varaus  muuttuu  kauttaaltaan  PAMAM-lisäyksiä 
repulsoivaksi, mikä voi myös rajoittaa agglomeraatioiden kasvua.
Apoferritiinien hitaampi titrauksen käynnistyminen voi johtua apoferritiinin pienemmäksi 
määritetystä  pintapotentiaalista  tai  magnetoferritiinin  liian  pienestä  laskuissa  käytetystä 
molekyylipainosta. Pienempi pintapotentiaali merkitsee pienempiä repulsioita rajoittamaan 
varhaista kasvua ja pienempää tarvetta saada PAMAMia peittämään negatiivisia alueita. 
Toisaalta  koska  magneto-  ja  apoferritiinien  painot  oletettiin  kirjallisuusarvojen  nojalla 
virheellisesti lähes identtisiksi,  oli lähtökonsentraatioissa määrittämättömän suuria eroja, 
joita  ei  voida  kompensoida  triviaalilla  laskulla.  Konsentraatio-  ja  varauserot  voivat 
vaikuttaa agglomeroitumiskinetiikkaan, jonka tähden voivat agglomeraatiot erota apo- ja 
magnetoferritiinillä toisistaan myös rakenteellisesti.
3.3.2 PAMAM-kertaluvut G1 ja G3
Tulokset
PAMAM-dendrimeerin  tehokkuutta  magnetoferritiinin  agglomeratisoijana  tutkittiin 
PAMAMin kertaluvuilla 1 ja 3. Tutkimusliuoksena oli fosfaattipuskuri,  johon oli lisätty 
25 mM  NaCl.  Muita  liuosparametreja  tutkivia  mittauksia  tehtiin  ensisijaisesti  0 mM 
NaCl:ssa, sillä myöhemmin havaittiin suolan lisäämisen destabiloivan liuosta.
Klusteroituminen tapahtui G1:llä titratessa hieman hitaammin ja myöhemmin kuin G3:lla. 
Moni  G3-titraus  saavutti  selkeän  huippuarvonsa  agglomeroitumisen  nopean  vaiheen 
päätteeksi,  mitä  ei  tapahtunut  G1:llä  (Kuva  36).  Huippuarvon  kohdalla  partikkelikoko 
saattoi olla yli kymmenellä prosentilla suurempi kuin pitemmälle titratussa liuoksessa. Kun 
päätepisteen  yli  titrattuun  seokseen  lisättiin  PAMAMin  sijaan  ferritiiniä,  jatkoi 
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agglomeerien  koko  kasvuaan,  minkä  lisäksi  liuokseen  ilmaantui  muutaman  sadan 
nanometrin kokoisia partikkeleita.
Ferritiinin agglomeroimiseen tarvittiin  PAMAMia vain murto-osa siitä,  mitä  kaavan 12 
perusteella oli päätelty. Kaavasta saadut PAMAMin lisäyssuhteet ferritiiniin nähden olivat 
G1:lle  0,18:1 ja G3:lle  0,32:1 painon suhteen,  kun käytännössä titraukset  olivat  jo ohi 
lisäyssuhteella 0,1:1. Ferritiinin agglomerointiin tarvitut määrät G1:tä ja G3:a olivat lähes 
samat.
Pohdinta 
PAMAMin  keskinäisten  repulsioiden  uskottiin  vaikuttavan  agglomeroitumiseen. 
Pienemmän  kokonsa  vuoksi G1:llä on  vähemmän  koordinoivia  ryhmiä  ja  pienempi 
kokonaisvaraus, joten sen kyky silloittaa kahta toisiaan hylkivää ferritiiniä olisi heikompi 
kuin G3:n. G3:lla on neljä kertaa enemmän varautuneita pääteryhmiä (taulukko 4). Koska 
sitoutuminen  tapahtuu  ensisijaisesti  dendrimeerin  pääteryhmien  kanssa,  voidaan  myös 
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Kuva 36: DLS-mittaus PAMAM G1–mFn-titrauksesta. Agglomeraatioiden halkaisija on 
kuvattu PAMAM–mFn-lisäyssuhteen funktiona. Puskurina oli fosfaattipuskuri,  johon oli 
lisätty 25 mM NaCl.
efektiivisen  nimellisvarauksen  olettaa  olevan  neljä  kertaa  suuremman.  Jos  varaus 
suhteutetaan  molekyylin  painoon,  havaitaan  G1:n  olevan  varaus–paino-suhteeltaan 
tehokkaampi  elektrostaattinen  agglomerisoija.  G1  ei  kuitenkaan  agglomerisoi 
tehokkaammin,  mikä  voi  merkitä,  että  dendrimeerien  väliset  repulsiot  rajoittavat 
PAMAMin sitoutumista ferritiinin pinnan negatiivisesti varautuneisiin kohtiin. Jos kullekin 
ferritiinin  alueelle  mahtuu  vain  yksi  dendrimeeri,  saattaa  molekyylin  kokonaisvaraus 
nousta merkittävämmäksi tekijäksi kuin varaus/paino-suhde.
Taulukko 4: G1:n ja G3:n efektiivisten varausten vertailua. Arvot on normalisoitu G1:n mukaan.
kertaluku paino varaus (pääteryhmien lkm) varaus/paino
G1 1 1 1,0
G3 5 3 0,6
Mitä pienempi määrä PAMAM-molekyylejä agglomeroi  ferritiiniä,  sitä  suuremmat ovat 
elektrostaattiset  repulsiot  agglomeroituneiden  ferritiinien  välillä  ja  sitä  voimakkaampaa 
PAMAM–Fn-sitoutumisen täytyy olla. Koska G3 on voimakkaammin varautunut, oletetaan 
sen  koordinoivan  voimakkaammin.  Tämän  perusteella  on  oletettavaa,  että  etenkin 
suuremmat  kertaluvut  joutuvat  muodostamaan  ketjumaisempia  rakenteita  titrauksen 
alkuvaiheessa  repulsioiden  minimoimiseksi.  G3:lla  muodostettujen  agglomeraatioiden 
pieneneminen  lienee  seurausta  agglomeraatioiden  pintarakenteiden  tiivistymisestä,  kun 
ylimäärin  lisätty  PAMAM  neutraloi  pinnan  varaukset.  Lisäksi TEM-kuvien  perusteella 
kiteisimmät  agglomeraatiot  olivat  G1:llä,  mikä  tukee  epäilyä  vuorovaikutusten  olevan 
palautuvampia pienempien dendrimeerien kanssa.
Kirjallisuudessa  on  raportoitu  suolapitoisuuden  vaihtelulla  olevan  suuri  merkitys  eri 
dendronikertalukujen klusterointiominaisuuksien  välillä.72,106 Heistä  Doni  et  al. raportoi, 
että  CCMV:tä  agglomeroitaessa  jo  10 mM  NaCl-pitoisuudessa  oli  lisättävä  G1:tä 
kertaluokkaa enemmän kuin G2:ta, jotta klusteroituminen saataisiin käynnistymään. Ero 
kasvoi  suuremmille  suolapitoisuuksille.  He  myös  havaitsivat  että  CCMV  ja  amiini-
päätteinen dendrimeeri sitoutuivat huonommin, kun suolan määrää nostettiin. Molemmat 
havainnot  poikkeavat  siitä,  mitä  havaittiin  tutkimuksessamme  PAMAMin  ja  ferritiinin 
kanssa.  Eron  uskotaan  johtuvan  dendrimeerin  ja  dendronin  erilaisesta  luonteesta. 
Dendronit eivät ole läheskään pallosymmetrisiä ja niillä toinen puoli oli vahvasti eri tavalla 
funktionaalinen.  Matalan  kertaluvun  dendronit  paljastavat  keskuksensa  liuokseen,  mitä 
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suuremman kertaluvun dendronit tai dendrimeerit eivät tee. Mitä matalamman kertaluvun 




Magnetoferritiiniä titrattiin PAMAMilla puskureissa, joihin oli lisätty 0, 25, 50 tai 100 mM 
natriumkloridia (Kuva 37). Agglomeroituminen oli järjestelmällisesti sitä nopeampaa, mitä 
suolaisempaa  oli  puskuriluos.  Agglomeroituminen  eteni  muuten  keskenään  saman-
kaltaisesti  kaikissa  liuoksissa.  Lukuunottamatta  aivan  titrauksen  alkua  ferritiinin 
määräenemmistön  (graafeissa  esitetty  suurin  piikki)  koko  oli  z-keskiarvoa  suurempaa. 
Vapaa  ferritiini  loppui  samaan  aikaan,  kun  keskimääräinen  partikkelikoko  kasvoi  noin 
puoleen mikroniin.  Lopullinen partikkelikoko jäi  noin kahteen mikroniin.  Natriumklori-
dittoman  liuoksen  titraus  käyttäytyi  aivan  samalla  tavalla  kuin  aiemmassa  titrauksessa 
(Kuva 35), vaikka siinä PAMAMin lisäysnopeus oli paljon suurempi. 
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Kuva 37: Magnetoferritiinin aggregoitumisen eteneminen PAMAM G3:n lisäämisen 
funktiona, kun vaihdeltiin NaCl-pitoisuutta. Havaittu partikkelikoko oli ennen titrauksen 
alkua välillä 20-100 nm. Suurempi suolapitoisuus johti suurempiin agglomeraatioihin.
Taulukossa  5  esitetään  yhteenveto  tehdyistä  titrauksista  taulukkomuodossa.  Titrauksen 
päätepisteen  jälkeen  saavutettiin  yleensä  halkaisijaltaan  1,5-2,0 μm  olevia  agglomeraa-
tioita. Yllättäen ne olivat suurimmillaan heti titrauksen nopeimman kasvuvaiheen jälkeen, 
eikä  suurimmilla  PAMAM-lisäyksillä.  Selvää  koon  pienentymistä  havaittiin  erityisesti 
liuoksissa,  joissa ionivahvuus oli  matala ja komponenttien varaukset suuria.  Vastaavan-
laisia tuloksia saatiin muissa pH:issa toistetuissa suolaisuusmittauksissa, joita käsitellään 
tarkemmin seuraavassa luvussa.
Taulukko 5: Yhteenveto agglomeroitumisen kiivaimman vaiheen alkamisesta ja päättymi-












0 mM NaCl – – 1,5 → 0,6 μm Titraus pienensi kokoa
100 mM NaCl – – 1,8 μm PAMAMia ei ehditty lisätä
pH 5,5
0 mM NaCl 0,05 0,10 2,0 μm Hidas tihentyminen
0 mM NaCl,     
          apoFn
0,02 0,10 1,1 μm
25 mM NaCl 0,02 0,07 2,3 → 1,8 μm Tihentyi
25 mM NaCl 
            G1
0,04 0,08 1,8 μm
50 mM NaCl 0,02 0,04 2,3 → 2,0 μm Tihentyi
100 mM NaCl 0 0,01 1,8 μm
pH 6,5
0 mM NaCl 0,10 0,15 2,0 → 1,4 μm Tihentyi
100 mM NaCl 0,03 0,07 1,6 μm
Jotta  spontaanin  agglomeroitumisen  vaikutus  mittauksissa  voitaisiin  minimoida, 
määritettiin agglomeroitumisnopeus ilman PAMAMia. Fosfaattipuskurissa saostuminen oli 
nopeinta  tarkasteluvälin  ääripäässä  suolapitoisuuden  ollessa  100 mM.  Kuvassa 38 
havainnollistuu ferritiinin agglomeroituminen pH:ssa 5,4, kun natriumkloridia oli lisätty 
100 mM. Graafista näkyy kuinka liuoksessa muodostui yksittäisiä kasvavia agglomeereja 
ja kuinka z-keskiarvo kasvoi koko mittauksen ajan paljon hitaammin kuin PAMAMilla 
agglomeroiduissa liuoksissa.  Kolme tuntia  aloittamisen  jälkeen oli  vapaasta  ferritiinistä 
(<100 nm  klusterit)  jäljellä  yhä  noin  neljännes.  Agglomeroituminen  poikkesi  selvästi 
luonteeltaan  PAMAM-vetoisista  saostuksista,  joissa  vapaa  ferritiini  katosi  paljon  ennen 
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kuin agglomeraatiot  saavuttivat mikronin kokoluokan. PAMAM-titrauksissa partikkelien 
kokojakauma  oli  myös  selvästi  pienempi.  Spontaania  agglomeroitumista  tapahtui 
erityisesti suolaisissa liuoksissa. Wong et al. mukaan 0,15 M NaCl-liuos riittää saostamaan 
magnetoferritiinin vuorokaudessa itsekseen.167 
Pohdinta 
Hieman yllättäen suolan lisääminen puskuriliuokseen kiihdytti klusteroitumista (Kuva 37). 
Tämä oli vastoin intuitiivista ennakko-oletusta, jonka mukaan ionien lisääminen liuokseen 
vähentäisi  klusteroitumista  heikentämällä  puoleensavetäviä  elektrostaattisia  vuorovaiku-
tuksia. Kun suolapitoisuutta nostettiin, kasvoi ionivahvuus noin 10 mM:sta 110 mM:ksi ja 
Debyen  pituus  lyheni  1,7 nm:stä  0,8 nm:iin.  Muutos  tuo  Debyen pituuden  lähemmäksi 
PAMAM–Fn-agglomeerien pintamuotojen ja varausalueiden kokoluokkaa, jolloin ferritiini 
vaikuttaa  yhä  heterogeenisemmin  varautuneelta  kappaleelta  ja  sen  elektrostaattinen 
käyttäytyminen muuttuu monimuotoisemmaksi. Heterogeeninen varausjakauma mahdollis-
taa  repulsioiden  minimoitumisen  sen  mukaan,  miten  päin  proteiinit  asettuvat  toisiinsa 
nähden. Kyllin suolaisessa liuoksessa vain ferritiinien kosketuskohtien välitön ympäristö 
kokee  vuorovaikutusta  ja  läheisempään  kontaktiin  saattaisi  voida  valikoitua  proteiinien 
pinnoilta  keskenään  vastakkaisesti  varautuneita  alueita.  Silloin  sitoutuminen  voisi  olla 
elektrostaattisesti jopa suotuisaa, vaikka proteiinien kokonaisvaraukset olisivatkin saman-
merkkiset. Tällöin ferritiinit voisivat koordinoitua toisiinsa ilman erillistä sidosmolekyyliä. 
Tässä  tutkimuksessa  havaittu  saostuminen  nimenomaan  korkeimman  ionivahvuuden 
fosfaattipuskurissa sopii hypoteesiin. 
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Kuva 38: Ferritiinin saostuminen 
ajan funktiona fosfaattipuskurissa, 
johon oli lisätty 100 mM NaCl, 
mutta ei PAMAMia.
Jos liuoksen ionivahvuus on matala, titrauksen alussa lisättyä PAMAMia on määrältään, 
varaukseltaan  ja  kooltaan  liian  vähän,  jotta  se  riittäisi  peittämään ferritiinien  varauksia 
toisiltaan.  Pienillä  ionivahvuuksilla  ferritiinin  repulsiot  saattavat  ohjata  muodostuvia 
klustereita  yksiulotteisiksi  rakenteiksi.  Ketjumaiset  rakenteet  kestävät  heikosti  lämpö-
liikettä  ja  sekoituksen  leikkaavia  voimia.  Tästä  päädytään  hypoteesiin,  jonka  mukaan 
suuremmat  rakenteet  mahdollistuvat  vasta  suuremmilla  PAMAMin  määrillä,  jolloin 
repulsiot  eivät  pakota  ferritiiniketjuja  suoristumaan.  Kun  agglomeerien  kasvaminen 
kolmessa  ulottuvuudessa  helpottuu,  alkaa  vapaa  ferritiini  kadota  liuoksesta  parempien 
kiinnittymismahdollisuuksiensa ansiosta.
Suurempi  suolapitoisuus  vaikuttaa  johtavan  pienempiin  agglomeraatioihin  titrausten 
päätteeksi,  mikä  merkinnee  agglomeerien  tihentymistä  eli  fraktaalidimension  kasvua. 
Suurempi  ionivahvuus  saattaisi  tiivistää  rakenteita,  koska  NaCl  pääsee  kulkeutumaan 
PAMAMia paremmin jo muodostuneiden agglomeerien sisälle. Suolaisuus myös pienentää 
assosioituneen  liuotinverhon  paksuutta.  Rakenteen  tiivistymisellä  voi  olla  syvällinen 
vaikutus kemikaalien pääsyn heikkenemiseen mineraaliytimien luo, mikä laskisi ferritiinin 
efektiivistä katalyyttisyyttä.
Tulos  ionivahvuuden  vaikutuksesta  on  vahvasti  päinvastainen  myös  aikaisempien 
samankaltaisten mittausten kanssa. Tähkä käytti kvaternärisoituja diblokkipolymeerejä164, 
Kostiainen et al. dendronia ja virusta106 ja Liljeström165 apoferritiiniä neutraaleissa oloissa, 
ja  heillä  ionivahvuuden  nosto  johti  agglomeraatioiden  purkautumiseen  tai  vähintään 
heikompaan kasvuun.  Tässä tutkimuksessa päinvastainen vaikutus toistui systemaattisesti 
koko  ionivahvuuksien  tarkasteluvälillä,  jolle  myös  osa  Liljeströmin  agglomeraatioiden 
purkautumisista  mahtui.  Suolan  lisääminen  saattaa  auttaa  agglomeroitumista  matalan 
ionivahvuuden  liuoksissa  siksi,  että  repulsiiviset  vuorovaikutukset  heikkenevät 
voimakkaammin kuin attraktiiviset. Tämä johtuu siitä, että ferritiinien keskinäinen etäisyys 
on huomattavan paljon suurempi kuin PAMAM–Fn-etäisyys, joten PAMAMin ja ferritiinin 
väliin  mahtuu  vähemmän varauksia  peittävää  vastaionikerrosta  kuin  ferritiinien  välille. 
PAMAM–Fn-vuorovaikutus  pysyy  kontaktin  saavuttamisen  jälkeen  lähes  muuttumatto-
mana  riippumatta  liuoksen  ionivahvuudesta,  koska  komponenttien  väliin  ei  jää 
vastaioniverhoa. Ionivahvemmassa liuoksessa pienenee siis erityisesti ferritiinien välinen 
hylkiminen,  ja  silloin  pienikin  määrä  PAMAMia riittäisi  kiinnittämään kaksi  proteiinia 
yhteen (Kuva 9).
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Apo-  ja  magnetoferritiinien  pintapotentiaalien  ero  voi  olla  merkittävä  syy  sille,  miksi 
Liljeströmin suorittamissa apoFn–PAMAM-titrauksissa165 suolan lisääminen ei kiihdyttänyt 
agglomeroitumista. ApoFn ei mahdollisesti sido PAMAMia yhtä voimakkaasti kuin mFn 
mutta  ei  myöskään  hylji  toista  apoferritiiniä  yhtä  vahvasti.  Energeettisesti  helpompi 
agglomeroituminen johtanee termodynaamisemmin rajoitettuun tuotteeseen. Ionivahvuus 
100 mM NaCl-pitoisuuksiin saakka saattaisi  siis  vaikuttaa enemmän agglomeroitumisen 
kinetiikkaan kuin termodynamiikkaan.
Kostiainen  et  al.  tutki  magnetoferritiinin  järjestäytymistä  spermiinillä  funktioidun 
Newkome-tyyppisen (solmukohdista kolmeen suuntaan kasvavan) dendronin kanssa, joilla 
on sama haarat  päättävä amiiniryhmä kuin PAMAMilla.  Titraukset  suoritettiin  vedessä, 
samalla kun NaCl-pitoisuutta vaihdeltiin välillä 0-150 mM. Suolan suuri pitoisuus hidasti 
agglomeroitumista, kun agglomeroimiseen käytettiin toisen kertaluvun dendronia. Vaikutus 
kasvoi jopa yli kertaluokan eroksi, kun käytettiin G1:tä.72 Tässä tutkimuksessa suolaisem-
missa liuoksissa agglomeroituminen oli voimakkaampaa, eikä suurta eroa kertalukujen 1 ja 
3  välillä  havaittu.  Keskeinen  selitys  voi  olla  se,  että  dendrimeeri  ei  paljasta 
ydinmolekyyliään vaan sen sijaan jättää liuottimeen sivuketjuja, jolloin vuorovaikutuksissa 
ei  olisi  hydrofobista  tekijää  (Kuva  12).  Varmuuden  saamiseksi  tulisi  vertailla 
suurempikertalukuisia dendrimeerejä ja dendroneita keskenään.
Ionivahvuus  saattaa  vaikuttaa  agglomeroitumiseen  varausten  peittämisten  lisäksi 
kerrannaisvaikutusten  kautta.  Ferritiinin  voimakas  vastaionipilvi  saattaisi  vaikuttaa 
PAMAMin sen osan muotoon, joka ei ole välittömästi sitoutunut ferritiinin pintaan. Koska 
vuorovaikutus  ferritiinin  vastaioniverhon  ja  PAMAMin  välillä  on  repulsiivinen,  saattaa 
ionivahva  liuos  työntää  PAMAMin  koordinoitumattomia  haaroja  pois  ferritiinin 
vastaionikerroksesta, mikä vuorostaan edesauttaisi binääristä agglomeroitumista (kuva 25). 
Ferritiinin poikkeavaan käyttäytymiseen on esitetty selitykseksi  myös puhdistamattomia 
lähtöaineita. Ferritiinin dimeereillä ja oligomeereillä on erilaiset adsorptio-ominaisuudet ja 
elektropotentiaalit  verrattuna  monomeeriseen  ferritiiniin,  minkä  uskotaan  johtuvan 
denaturoituneista häkeistä. Elektropotentiaali ja adsorptoituvuus ovat liuoksen ionivahvuu-
den funktioita.107,108 Jotta  tämä voisi  selittää  havaitun laajamittaisen agglomeroitumisen, 
olisi  merkittävän osan ferritiiniä oltava jollakin tavoin denaturoitunutta.  Nyt  suurin osa 
ferritiinistä  käyttäytyy  suhteellisen  yhdenmukaisesti,  kuten  titraukset  osoittavat,  joten 
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ferritiinin  oletetaan  koostuvan  pääasiassa  ehjistä  ja  siten  hyvin  tasalaatuisista 
monomeereistä. Mutaation aiheuttamia disulfidisilloitettuja ferritiinidimeerejä on löydetty 
aiemmin  omista  viljelmistä,170 mutta  kaupallisen  tuotteen  oletetaan  olevan  riittävästi 
laatuvalvottua mutaatioiden suhteen.
Ionivahvuuden vaikutukset agglomeroitumiseen ovat niin monipuoliset, että sen hyväksi 
ymmärtämiseksi  tarvitaan  lisätutkimuksia  ionivahvemmissa  liuoksissa  ja  eri  PAMAM-
kertaluvuilla.  Lisäksi  ionivahvuuden vaikutuksien tarkastelu  tulee  laajentaa  muihin  pH-




Asetaattipuskurissa (pH 4,0) tehty titraus esitetään kuvassa 39. Ferritiini agglomeroitui jo 
ennen titrauksen aloittamista, vaikka pI-pisteeseen pitäisi olla eroa puoli pH-yksikköä ja 
ferritiinin  varauksen  selvästi  nollasta  poikkeava.  Ferritiini  ei  myöskään  denaturoidu 
pH 4:ssä.54 Noin  3  tunnin  odotuksen  aikana  agglomeraatiot  kasvoivat  kokoa  500 
nanometrillä. Kun ferritiiniliuokseen lisättiin PAMAMia, pieneni agglomeraatioiden koko 
selvästi.  Vastaavaa ei havaittu muissa puskureissa tehdyissä titrauksissa. Asetaattipusku-
rissa,  johon  oli  sekoitettu  100 mM  NaCl,  ferritiini  agglomeroitui  hyvin  nopeasti  noin 
kahteen mikrometriin asti  (Kuva 39). Titrausta ei  ehditty aloittaa tapahtuman nopeuden 
tähden.
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HEPES-  ja  fosfaattipuskurin  välillä  oli  kaksi  merkittävää  eroa:  agglomeroitumisen 
eteneminen  eri  lisäyssuhteissa  sekä  titrauksen  jälkeinen  agglomeraatiokoon  vaihtelu. 
HEPES-puskurissa (pH 6,5, Kuva 40) tapahtui voimakkain agglomeroituminen lisäyssuh-
teella 0,1-0,15, kun taas fosfaattipuskurissa (pH 5,6) muutos tapahtui jo välillä 0,04-0,1. 
Fosfaattipuskurissa  agglomeraatiot  pysyttelivät  tasaisemmin  välillä  1,9-2,3 μm  jopa 
lisäyssuhteeseen  5:1  saakka.  HEPES-puskurissa  agglomeerit  pienenivät  pian  titrauksen 
päätepisteen jälkeen (Taulukko 5). TEM-kuvat viittaavat agglomeraatioiden tihentymiseen 
(Kuvat 30 ja 31).
Suolan  lisääminen aikaisti  agglomeroitumista  myös  HEPES-puskurissa  (100 mM NaCl, 
pH 6,5, Kuva 41). Suurimmat muutokset tapahtuivat lisäyssuhteilla 0,025-0,05. Agglome-
raatioiden lopullinen koko jäi suuremmaksi kuin suolaamattomassa puskurissa. Agglome-
roituminen  ei  tapahtunut  yhtä  kiivaasti  kuin  fosfaattipuskurissa  (pH 5,34  kun  100 mM 
NaCl),  jossa  titrauksen  voimakkaimmin  edennyt  vaihe  oli  päättynyt  jo  lisäyssuhteella 
0,02:1, johon mennessä oli saavutettu 1,8-2 μm agglomeraatiokoko.
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Kuva 39: DLS-mittaus 
agglomeraatiokoon muutoksesta, 
kun PAMAM G3:a lisättiin mFn-
liuokseen pH:ssa 4,0. Kuvaajan 
pystysuora nousu alussa esittää 
noin 3 tunnin seisotusaikana 
tapahtunutta muutosta ennen 
titrauksen aloittamista.
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Kuva 40: Magnetoferritiinin agglomeraatiokoon kasvu pH:ssa 6,5, kun liuosta titrattiin 
PAMAM G3:lla. Insertissä esitetään titrauksen alkuosa. Punaiset kolmiot kuvaavat 





PAMAM G3:n määrän 
funktiona. PH 6,5, 
100 mM NaCl.
Kuvassa  42  vertaillaan  ionivahvuuden  ja  pH:n  suhteellisia  vaikutuksia  agglomeraatio-
nopeuksiin.  Suolan  lisäämisen  primääri  vaikutus  agglomeroitumisiin  on  muutokset 
PAMAMin ja ferritiinin keskinäisiin repulsioihin ja attraktioihin. Sekundäärinen vaikutus 
on  ionivahvuuden  kyky  muuttaa  puskurin  pH:ta  ja  sitä  kautta  komponenttien 
pintavarauksia,  sillä  natriumkloridilla  suolatut  puskurit  valmistettiin  lisäämällä  suolaa 
pH:ltaan jo säädettyyn puskuriin, muuttui pH alkuperäisestä. Vertaamalla mittaustuloksia 
eri pH-arvoissa voidaan osoittaa suolan lisäämisen sekundäärisen vaikutuksen olevan pieni 
(Kuva 42). Suolan lisäämisestä johtuva pH-muutos ei yksinään voi selittää klusteroitumi-
sen muutoksia eri liuoksissa, koska suolapitoisuuden muutos samassa puskurissa vaikutti 
dramaattisemmin kuin pH:n muutos puskuria vaihtamalla: Puskurien välillä on pH-yksikön 
ero,  mikä  on  enemmän  kuin  suolan  lisäämisen  aiheuttama  0,3  yksikön  muutos 
fosfaattipuskurissa. Lisäksi titraus suolaisemmassa liuoksessa pH:ssa 5,34 eteni nopeam-
min  kuin  NaCl-suolaamattomassa  puskurissa  pH 6,5:ssä.  Ionivahvuuden  primäärisen 
vaikutusmekanismin  voidaan  olettaa  olevan  suuremman  kuin  sekundäärisen.  Puskurien 
valmistus tulisi silti suorittaa huolellisemmin.
Kun tutkittiin  pH:n vaikutusta  pintapotentiaaleihin (taulukko 6),  tulokset  olivat  paikoin 
yllättäviä.  Ferritiinin zetapotentiaali  on suurempi pH:ssa 5,6 kuin 6,5,  vaikka kasvavan 
emäksisyyden pitäisi kasvattaa ferritiinin varautuneisuutta. Kyvetti tai mittausjärjestely voi 
olla viallinen, mutta kumpikin tarkistettiin mittausten aikana, eikä merkittäviä poikkeamia 
90





funktiona eri pH:issa ja 
suolapitoisuuksissa.
Yhtenäinen viiva: 0 mM 
NaCl.
Katkoviiva: 100 mM 
NaCl.
havaittu  usean  mittaustuloksen  välillä.  Mittaukset  tehtiin  samasta  näytteestä  ja 
toistomittaukset ovat siksi tarpeellisia. Graafien jakaumat olivat unimodaaliset. Kontami-
naatioita  pidetään  epätodennäköisiä.  PAMAMille  tehdyt  zetapotentiaalimittaukset  ovat 
vaikeampia,  sillä  niistä  saatu  data  fluktuoi  tavallisesti  paljon  huolimatta  suhteellisen 
suuresta polymeerikonsentraatiosta.
Taulukko 6: Puskurin pH:n vaikutus elektrokineettisiin potentiaaleihin.
Puskuri Näyte ζ-potentiaali (± σ) Partikkelikoko (V-%)
pH 4,0
0 mM NaCl
vapaa mFn   17 ± 1 mV 1350 nm (98 %), 5600 nm (2 %)
PAMAM G3   27 ± 3 mV lukemaa ei saatu
pH 5,5
0 mM NaCl
vapaa mFn -25,3 ± 0,8 mV 22,1 nm (99,6 %)
PAMAM G3  13,9 ± 0,4 mV 3,5 nm (data heikkoa)
pH 6,5
0 mM NaCl
vapaa mFn -10,2 ± 1,3 mV 22,6 ± 0,6 nm
PAMAM G3  16,6 ± 2,6 mV (data heikkoa) lukemaa ei saatu
pH 5,5
100 mM NaCl
vapaa mFn -14,6 ± 1,2 mV 33 nm, mutta kasvoi
tunneissa  μm-luokkaan
PAMAM G3 lukemaa ei saatu lukemaa ei saatu 
Pohdinta 
Agglomeroitumisen pienenemistä pH:ssa 4,0 ei  voitu selittää liuosten pipetoimisesta tai 
sekoittamisesta  johtuvalla  leikkautumisella.  Titrauksen  myöhäisemmässä  vaiheessa 
alitettiin  jopa  ensimmäisten  mittausten  agglomeraatioiden  koko  huolimatta  pitempään 
jatkuneesta  seisotuksesta.  Selitykseksi  ehdotetaan  PAMAMia,  joka  voisi  hakeutua 
ferritiiniä selektiivisemmin proteiinin negatiivisesti varautuneisiin kohtiin. PAMAMin on 
spekuloitu  kirjallisuudessa  hakeutuvan  proteiinipinnoille  selektiivisesti.106 PAMAMin 
koordinoituminen ferritiiniin johtaa positiivisemmin varautuneisiin proteiinikomplekseihin, 
mikä merkitsee voimakkaampia keskinäisiä repulsioita. Lisäksi jos PAMAM riistää osan 
ferritiinien  vastaioneista  itselleen,  seuraa  ionivahvuuden  laskun  kautta  repulsioiden 
voimistumista.
HEPES-puskurissa ja ionivahvoissa liuoksissa havaittu agglomeraatioiden tihentyminen ei 
olisi  mahdollista,  jos  jokin  tekijä  ei  aiheuttaisi  alun  perin  haaroittunutta  tai  huokoista 
rakennetta  agglomeraatioihin.  Ketjumaiset  rakenteet  voivat  johtua  palautumattomista 
vuorovaikutuksista  tai  ferritiinien  vahvasta  keskinäisestä  repulsiosta.  Palautumattomat 
vuorovaikutukset johtavat Brownian trees -muotoon, joka pääsisi muuttamaan muotoaan 
vasta, kun lisätty suola pienentää attraktioita. Repulsioperusteista järjestäytymstä tapahtuisi 
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puolestaan  silloin,  kun  pH  on  kaukana  ferritiinin  pI:stä.  T'ällöin  ferritiinit  ovat 
voimakkaammin  varautuneita  ja  pienet  PAMAM-lisäykset  eivät  riitä  kaikkea  varausta 
neutraloimaan, ja muodostuu ketjumaisempia rakenteita. Kun tällaiseen liuokseen lisätään 
PAMAMia  ylimäärin,  se  peittää  ferritiinien  varauksia  mahdollistaen  näin  agglomeerien 
tihentymisen.
Koska  elektrokineettinen  potentiaali  kuvaa  partikkeleita  lähimpien  vastaionikerrosten 
ulkopuolelta,  voi  pH  6,5:n  odotettua  pienempi  potentiaali  johtua  tiukemmasta 
vastaionikerroksesta.  Tiukka  vastaionikerros  merkitsisi  agglomeroitumiselle  kineettisesti 
vaikeaa polkua. Se voisi selittää hitaammin etenevän agglomeroitumisen emäksisemmissä 
liuoksissa.  Kun  agglomeroituminen  lopulta  tapahtuu,  voisi  kiinnittyminen  olla 
palautumattomampaa,  mikä  jälleen  heikentäisi  kiteisyysastetta.  Mittaus  tulisi  suorittaa 
useammalle näytteelle virheen mahdollisuuden pienentämiseksi.
3.4 Agglomeroitujen magnetoferritiinien katalyyttiset ja 
magneettiset ominaisuudet
Agglomeroinnin ja saostuksen vaikutusta magnetoferritiinin aktiivisuuteen tutkittiin rinnan 
kolmessa tai useammassa näytteessä. Rinnakkaistutkiminen oli välttämätöntä, sillä reaktiot 
eivät  olleet  standardoituja.  Yksi  näyte  koostui  vapaasta  magnetoferritiinistä,  toinen 
PAMAMilla  agglomeroiduista  magnetoferritiineistä  ja  kolmas  agglomeroiduista  ja 
magneetilla saostetusta magnetoferritiinistä. Toisinaan saostettuja reaktioita oli kaksi, joista 
toisessa  saostus  tehtiin  kyvetin  reunaan  mittalaitteen  säteen  eteen,  millä  pyrittiin 
minimoimaan saostumisesta johtuvaa tausta-absorption muutosta. Reaktiivisuutta tutkittiin 
seuraamalla UV–VIS-mittauksin mineraaliytimen katalysoimaa TMBn ja vetyperoksidin 
välistä  reaktiota.  Reaktiotuotteella  oli  selvästi  erottuva  absorptiomaksimi  noin  650 nm 
kohdalla.
Tyypillisesti reaktio oli kiihkeimmillään alkuvaiheessa, ja jo noin puolen tunnin jälkeen 
saavutettiin  sinisen  tuotteen  maksimikonsentraatio.  Reaktioliuoksissa  ei  havaittu 
jatkoreaktion lopputuotteelle selvää karakterista absorption nousua 450 nm:ssä. Reaktion 
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pysähtyminen välituotteeseen voi johtua esimerkiksi riittämättömästä määrästä happoa tai 
hapetinta, tai magnetoferritiinin tai PAMAMin stabiloivasta luonteesta. Ylimäärin lisätty 
vetyperoksidi  ei  vaikuttanut  reaktion etenemiseen havaittavasti.  Mahdollisten jatkoreak-
tioiden varalta etenkin reaktion alkuvaihetta tulisi  seurata tarkemmin kuin tässä tutkiel-
massa,  sillä  pienillä  tuotteiden konsentraatioilla  myös  jatkoreaktiot  etenevät  hitaasti,  ja 
jatkoreaktioiden välttämiseksi varhaiset mittaukset olisivat tärkeitä.
Reagensseja  valmisteltiin  hyvin  vähän.  Ainoastaan  tetrametyylibentsidiiniä  oli 
esikäsiteltävä,  sillä  se  ei  ole  vesiliukoista.  Aluksi  reaktiota  kokeiltiin  lisäämällä  TMB-
hiutaleita  suoraan vesipohjaiseen  reaktioliuokseen,  mutta  huonoin  tuloksin.  Reaktioiden 
aikana  hiutaleiden  pinta  värjäytyi  lievästi  ja  reaktion  etenemistä  oli  lähes  mahdotonta 
havainnoida silmin  tai  spektrometrein.  Lähtöaineesta  tehtiin  1,5 mg/ml  vahvuinen liuos 
DMSO:hon.  TMB-liuoksen  lisääminen  vesipohjaiseen  puskuroituun  reaktioliuokseen  ei 
aiheuttanut  TMB:n saostumista,  mutta  lisäyksen jälkeen seosta  tuli  sekoittaa  hyvin  sen 
liuotinfaasien  yhdistämiseksi.  Reaktio  toimi  sekä  asetaatti-  että  fosfaattipuskureissa 
(10 mM,  pH:ssa  4,0  ja  5,5).  TMB:n  lopullinen  konsentraatio  reaktioliuoksessa  oli 
0,2 mg/ml.  DMSO-esiliuotuksen uskotaan  auttaneen luomalla  TMB:stä  koordinoituneita 
komplekseja, sillä TMB ei saostunut esikäsittelyn jälkeen vedessä lainkaan. Esiliuotuksen 
ansiosta työssä ei tarvinnut soveltaa kirjallisuudessa mainittuja tapoja liuottaa ja aktivoida 
TMB:tä,  käyttää  varsinaisia  surfaktantteja  tai  kuumentaa  liuosta.171 Liuospohjaisissa 
reagensseissa  on  kaksi  selvää  etua:  Liuosta  on  helpompaa  lisätä  tarkkoja  etukäteen 
määrättyjä  määriä  kuin  kiinteää  ainetta,  ja  homogeenisesta  liuoksesta  on  mahdollista 
määrittää  transmissiospektrejä.  Reaktio  käynnistettiin  lisäämällä  reaktioliuokseen 
TMB:hen nähden 0,5 ekvivalenttia 30 % vetyperoksidiliuosta.
3.4.1 Agglomeraatiokoon ja saostuksen vaikutus aktiivisuuteen
Tulokset 
Työssä  tutkittiin  magnetoferritiinin  efektiivisen  katalyyttisyyden  muuttumista  agglome-
raattikoon  ja  saostusasteen  funktiona.  Saostusmittauksien  saostukset  aloitettiin  samaan 
aikaan reaktion aloituksen kanssa, jotta olisi vältytty liuoksen sekoittamisen aiheuttamalta 
sakan  redispergoinnilta.  Menettelyn  myös  toivottiin  aiheuttavan  näkyvän  muutokset 
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katalyysin hidastumisesta kesken osoitusreaktion. Menettelystä seurasi osaan mittauksista 
muuttuva taustaspektri, joka datan siistimisestä huolimatta peittää reaktiotuotteista johtuvat 
pienet absorptiomuutokset alleen. Mittauksissa seurataan magnetoferritiinillä katalysoidun 
H2O2–TMB-osoitusreaktion  tuotteen  absorption  muutoksia  650  nanometrin  maksimista, 
koska sen kohdalla on heikompi tausta-absorptio kuin 370 nm kohdalla. Magnetoferritiinin 
määrä  reaktioissa  oli  tavallisesti  1,04·10-10 mol  ja  TMB:n  3,31·10-4 mol,  joten  TMB:n 
määrä oli noin 320-kertainen katalyyttiin nähden.
Kuvassa  43  esitetään  agglomeroimisen  vaikutusta  katalyyttiseen  aktiivisuuteen  eri 
PAMAMin lisäyssuhteilla. Kuvaajassa katkoviiva esittää reaktioseoksen absorptiota ennen 
reaktion  aloitusta  ja  yhtenäinen  viiva  absorptiota  yli  30  minuuttia  lisäyksen  jälkeen. 
Ferritiinin sitomisen vaikutus oli  selvä: mitä  vapaampaa ferritiini  oli,  sitä paremmin se 
katalysoi. Mittauksissa oli  m(PAMAM G3):m(mFn)-lisäyssuhteina 0,05:1, 0,1:1, 0,2:1 ja 
0,4:1, joille odotetut partikkelikoot ovat vastaavassa järjestyksessä 300-600, 1800, 2100 ja 
2300 nm.
Magnetoferritiinin  katalyyttisen  aktiivisuuden  muutoksia  sitoutumisasteen  funktiona 
vertailtiin  myös  saostamalla  reaktioliuoksia  (Kuva 44).  Agglomeroiminen  laski 
aktiivisuutta selvästi. Saostettu liuos valmistettiin samalla tavalla kuin verrokkiliuos, mutta 
saostettiin mittauksia varten magneetilla.
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Kuva 43: Absorptiospektrit 
m(PAMAM G3):m(mFn)-
lisäyssuhteille 0,05:1, 
0,1:1, 0,2:1 ja 0,4:1. 
Katkoviivat ovat absorptio-
spektrejä ennen reaktion 
aloitusta H2O2-lisäyksellä. 
Yhtenäiset viivat kuvaavat 
absorptiota 36 minuuttia 
reaktion käynnistämisen 
jälkeen. 
PAMAMin lisääminen vapaalla magnetoferritiinillä katalysoidun osoitusreaktion liuokseen 
johti yllättäen tuotteen sinisen värin katoamiseen (Kuva 45, musta katkoviiva). Muutos oli 
reaktion keston aikaskaalaan nähden huomattavan nopea, korkeintaan minuutteja, ja sen 
näki selvästi myös silmin. Se ei vaikuta tapahtuvan yhtä havaittavasti silloin, kun PAMAM 
oli  lisätty ennen reaktion  aloittamista.  Normaalisti  sekä ferritiini  että  PAMAM lisättiin 
kokonaisuudessaan  ennen  reagenssien  lisäämistä,  joten  sivureaktion  vaara  oletetaan 
pieneksi.
Kun liuosta  agglomeroitiin  ainesuhteella  m(PAMAM):m(mFn)  =  0,1:1,  saatiin  riittävän 
pienet agglomeraatiot katalyysin aikaansaamiseksi, mutta samalla riittävän suuret, jotta ne 
saatiin saostettua vahvalla kestomagneetilla. DLS-mittausten nojalla vapaata ferritiiniä tai 
pieniä klustereita ei pitäisi liuoksessa olla lainkaan. Kuvassa 45 näkyy reaktion eteneminen 
selkeästi.  Koska käyrä vaikuttaa pysyvän lähes muuttumattomana alueella 400-500 nm, 
voitaneen  seoksen  väittää  pysyvän  muuten  muuttumattomana  ja  pitää  lähtötilanteen 
absorptiospektriä vertailukelpoisena taustaspektrinä.
Saostettujen  reaktioliuosten  magneettinen  saostus  aloitettiin  vasta  reaktion  aloituksen 
kanssa  samanaikaisesti.  Tällä  pyrittiin  osoittamaan  mahdollisuus  vaikuttaa  reaktion 
etenemiseen  in  situ ja  myös  välttämään lähtöaineiden sekoittamisesta  aiheutuvaa sakan 
redispergointia  reaktioliuokseen.  Magnetoferritiinistä  johtuvat  absorption  muutokset 
lisäävät yhden muuttuvan parametrin lisää, jonka hallitseminen osoittautui ongelmalliseksi. 
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Kuva 44: Reaktioliuoksia 30 minuuttia reaktion aloittamisen ja samanaikaisen 
magneettisen saostuksen jälkeen. Kuvan kontrastia on hieman lisätty selkeyden vuoksi.
Tämän tähden suoritettiin kaksi mittausta. Toisessa saostus tehtiin kyvetin pohjalle (Kuva 
46),  toisessa  sädelinjan  tielle  kyvetin  seinämälle  (Kuva  47).  Yksi  välimittaus  jätettiin 
tekemättä magneettisen saostuksen maksimoimiseksi ja sakan irtoamisen ehkäisemiseksi. 
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Kuva 46: Absorptiospektrin 
muutokset, kun saostus tehtiin 
kyvetin kylkeen. Äkillinen 
absorption väheneminen toisen 
ja kolmannen mittauksen välillä 
johtuu sakan osittaisesta 
irtoamisesta sädelinjan 
kohdalta.
Kuva 45: Absorptiospektrin muutokset ajan ja aallonpituuden funktiona klusteroimat-
tomassa ferritiiniliuoksessa (10 mM fosfaattipuskuri, pH 5,6). Keltaista jatkotuotetta 
(450 nm) ei ole havaittavissa missään reaktion vaiheessa. Sinisen tuote katoaa PAMAMin 
lisäyksen jälkeen (musta katkoviiva).
Edellä olleesta neljästä kuvaajasta on yhteenveto kuvassa 48. Siihen on piirretty absorption 
muutokset  650  nanometrin  kohdalla  taustavähennyksen  jälkeen.  Käytetyssä 
osoitusreaktiossa  verrattiin  reaktiotuotteen  absorptiota  (650 nm)  muuttumattoman 
absorption aallonpituuksiin (550 ja 750 nm) seuraavan kaavan mukaisesti:
             Alaskennallinen=2 A(650 nm)−A(550 nm)−A(750 nm ) .    (23)
Koska  saostus  aloitettiin  vasta  reaktion  aloituksen  hetkellä,  on  lähtötilanne  sama  kuin 
saostamattomassa agglomeraattiseoksessa. Siksi kaikkien reaktioiden alussa on nähtävissä 
selvä reaktion alkamisen kulmakerroin. Agglomeroidun ja saostetun liuoksen reaktioiden 
välille ei saatu valitussa koeasetelmassa eroa edes taustan vähennyksen jälkeen.
Ionivahvuuden  nosto  ja  PAMAMin  lisäys  peitti  ferritiinien  varauksia  toisiltaan. 
Agglomeerien  pintarakenteiden  tiivistymistä  tapahtui  pääsääntöisesti  vasta,  kun  vapaa 
ferritiini oli käytetty liuoksesta, eli kun agglomeerien maksimikoko oli jo saavutettu. Tässä 
vaiheessa ferritiinin katalyyttinen aktiivisuus on jo muutenkin alhaista.
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Kuva 47: Absorptiospektrin 
muutokset, kun reaktion 
edetessä agglomeerejä 
saostettiin kyvetin pohjalle.
Taustojen  vähennysten jälkeen (Kuva 48)  absorptio  kasvoi  noin  0,30 verran.  Beerin ja 
Lambertin  lain  perusteella  (2)  saadaan  muodostuneen  tuotteen  määräksi  7,69·10-6 mol, 
mikä on vain 2,3 % lähtöaineesta. Jatkotuotetta (dimerisöitynyt TMB) ei havaittu, joten 
suuren osan TMB:stä oletetaan jäävän reagoimattomiksi. Tästä huolimatta reaktio hidastui 
merkittävästi 20 minuutin jälkeen. Hidastumista tapahtui myös agglomeroiduille liuoksille, 
vaikka niissä lähtötilanteen pitäisi säilyä muuttumattomana pidempään, koska katalysoitu 
reaktio ei ehdi kuluttaa lähtöainetta yhtä nopeasti.
Pohdinta 
Mikäli  kahden  viimeisen  mittauksen  välillä  tapahtuva  absorption  nousu  klusteroidulle 
näytteelle on selitettävissä mittauksen epätarkkuudella, merkitsee se sitä, että tuloksesta ei 
voida  vetää  luotettavaa  eroa  klusteroidun  ja  saostetun  liuoksen  aktiivisuuksien  välille. 
Aktiivisuusvertailumittaukset  tulisi  toistaa  paremmin  koejärjestelymenetelmin.  Voimak-
kaampi  magneetti  tai  reaktioliuoksen saostaminen etukäteen saattaisi  auttaa. Kulmaker-
toimeen ei voi luottaa, sillä jo yksittäisen mittauksen kesto, reilu minuutti mittauskertaa 
kohden, on paljon suhteessa saostusaikaan ja siten tekee ajan arvioinnista hankalahkoa. 
Sekunteja  ei  laskettu.  Tulosten  tarkastelussa  oletetaan,  että  agglomeerit  eivät  sido 
reaktiotuotetta,  sillä  muuten  reaktion  aikana  tehty saostus  myös  poistaisi  tuotteen  pois 
sädelinjalta.
Usein toistuvat mittaukset vähentävät resoluutiota magneettisaostamattoman ja -saostetun 
reaktion  välillä,  koska  magneettia  ei  voitu  viedä  mittalaitteen  sisälle.  Tällöin  reaktion 
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Kuva 48: Absorptiomaksimien 
muutokset agglomeraatiokoon 
ja saostuksen funktiona 
reaktion edetessä. Mittaukset 
suoritettiin UV–VIS-
mittalaitteistolla ja käyrät 
laskettiin kaavan 23 mukaan.
aikana  toistetut  monet  UV–VIS-mittaukset  vähentävät  saostukseen  käytettyä  kokonais-
aikaa samalla,  kun reaktio etenee tauotta.  Virheen minimoimiseksi  mittauksista  jätettiin 
pois  yksi  mittauspiste  noin  15  minuutin  kohdalta.  Mittauspisteen  pois  jättäminen 
osoittautui  kriittiseksi,  sillä  erot  reaktioiden  välillä  osoittautuivat  pieniksi,  ja  tärkeässä 
mittauksessa tapahtui sakan irtoamista minuuttien 1 ja 26 välillä (Kuva 47).
Saostamisen  aloittaminen  vasta  reaktion  aloituksen  aikaan  tekee  mittauksista  erilaisille 
virheille  alttiin,  ja  se  aiheuttaa  lisäpaineita  suorittaa  toistomittauksia.  Koska 
magnetoferritiinin saostaminen pois liuoksesta vaikuttaisi absorptioon laajalti, on reaktion 
etenemisen  seuraaminen  huomattavan  paljon  vaikeampaa  saostaessa.  Saostus 
kannattaisikin suorittaa ennen reaktion aloitusta ja sekoittaa vetyperoksidi reaktioseokseen 
varoen  ja  olettaa  sekoitus  riittäväksi.  Etukäteissaostuksella  on  reaktioseoksen  sekoitta-
misen vaikeuden lisäksi se huono puoli, että liuokset on saostusta ja reaktiota lukuunot-
tamatta oletettava stabiileiksi, vaikka reaktioliuoksen sekoittaminen reagenssien lisäämisen 
jälkeen  varmasti  sakkaa  redispergoituukin.  Tätä  oletusta  ei  pidetä  kriittisenä.  Lisäksi 
saostaminen osoitusreaktion aikana aiheuttaa reaktioliuoksessa mikrokonvektioita johtaen 
siten reaktion nopeutumiseen.
Reaktio  vaikutti  noudattavan  Michaelis–Mentenin  kinetiikkaa  etenkin  reaktion  alkuvai-
heissa,  kun  lähtöainetta  oli  paljon  ja  se  oletettavasti  saturoi  katalyytin.  MM-kaavassa 
oletetaan, että substraatti ja katalyytti pääsevät välittömästi kosketuksiin, ja että katalyytin 
toimintakyky ei laske reaktion aikana. Tapauksessamme näin ei ollut, sillä reaktiota rajoitti 
myös  effuusio  ferritiiniagglomeraatioissa  ja  diffuusio  agglomeraation  huokosissa.  Kun 
lähtöaineita  on  runsaasti  suhteessa  katalyyttiin,  voitaneen  reaktionopeusmäärityksissä 
valita kertoimet, johon on huomioitu reaktion alussa effuusion luultavasti lähes vakioinen 
rajoitus.  MM-yhtälöstä  tapahtuu  kuitenkin  suuri  poikkeaminen,  sillä  laskujen  mukaan, 
olettaen että merkittäviä sivureaktioita ei ole, reaktio hidastui jo ennen kuin lähtöaineen 
konsentraatio oli olennaisesti vähentynyt.
Klusteroitujen ja saostettujen tilojen aktiivisuuksien erottamiseksi olisi edullista tunnistaa 
parametri,  jonka avulla  olisi  mahdollista  rajata  agglomeraatiokoko mikrometrien  sijasta 
korkeintaan muutamaan sataan nanometriin. Agglomeraatioiden kokojakauman tulisi olla 
kapea,  jotta  liuokseen  ei  jäisi  katalyyttisesti  aktiivisia  vapaita  ferritiinejä  tai  pieniä 
klustereita. Leveä kokojakauma tekee magneettisesta saostamisesta hidasta ja vaillinaista. 
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3.4.1.1 Sivureaktioita
Katalysoitu TMB–H2O2-osoitusreaktio ei osoittautunut ongelmattomaksi tutkimusjärjeste-
lyksi. Vertailuja vaikeuttavat sivureaktiot ovat mahdollisia. Eräs syy reaktion hidastumisel-
le voi olla vetyperoksidin hajoaminen. Ferritiinin mineraaliydin voi myös karstoittua. TMB 
saattaa  reagoida  tai  koordinoitua  ferritiinin  tai  PAMAMin  kanssa.  Kahta  jälkimmäistä 
ehdotusta puoltaa havainto, että karakteristinen sininen väri keskittyi joskus sakkaan.
Hapettunut TMB voi polymeroitua välituotteestaan (Kuva 6). Dimeerit ja oligomeerit ovat 
monomeeriä hydrofobisempia ja saostuisivat siksi pois liuoksesta.171 Reaktion aloituksen 
jälkeen reaktioliuokseen ei  ilmaantunut  tuntematonta sakkaa,  mutta  se  ei  merkitse,  että 
reaktiotuote ei olisi reagoinut eteenpäin. Saostumisen puute voi johtua siitä, että ferritiinin 
hydrofobiset kanavat sitoisivat dimeröitynyttä TMB:tä tai dimeröityminen voisi tapahtua 
PAMAMin  pääteryhmän  kanssa.  Ferritiinin  onkalossa  TMB:n  reaktiotuotteiden 
konsentraatio  on  kohonnut.  Magnetiitin  kykyä  katalysoida  dimeröitymistä  ei  tutkittu. 
Ferritiinin  kanavien  kokonaistilavuus  on  hyvin  pieni,  eikä  sitä  pidetä  todennäköisenä 
tekijänä tuotteen katoamiselle.
PAMAMin  pääteryhmiä  on  liuoksessa  moninverroin  enemmän  kuin  TMB:tä.  Epäily 
vapaan PAMAMin epäedullisesta vaikutuksesta siniseen välituotteeseen saa tutkielmassa 
kokeellista  vahvistusta.  Sitoutumattoman  PAMAMin  lisäys  vapaalla  magnetoferritiinillä 
tehtyyn  reaktioliuokseen havaittiin  kadottavan osoitusvärin  nopeasti,  minuuttien  aikana. 
Agglomeroidut  ferritiinit  osoittivat  katalyyttistä  aktiivisuutta,  joten  jo  sitoutuneen 
PAMAMin ei  uskota  vaikuttavan yhtä  haitallisesti  välituotteeseen.  Jos  sivutuote  reagoi 
PAMAMin kanssa,  on myös  vaarana että  osoitusreaktio  hajottaa  agglomeereja  sitoutta-
malla  PAMAMia  reaktiotuotteisiin  tai  kaappaamalla  vapaita  dendrimeerejä.  Tällä  olisi 
selvät seuraukset katalyyttiseen aktiivisuuteen. Jatkotutkimusta aiheesta ei tehty.
Liuokseen  lisätty  ylimäärä  PAMAMia  voi  johtaa  ferritiinin  huokosten  tukkeutumiseen 
kuten CCMV:n tapauksessa106, mikä olisi kilpaileva selitys agglomeroitumiselle aktiivisuu-
den  vähenemisessä.  Tämä  tuskin  on  yksinään  merkittävä  tekijä,  sillä  zetapotentiaali-
mittausten perusteella vasta titrauksen loppuvaiheessa alkaa agglomeerien pinnalla olevan 
PAMAMin määrä olla merkittävä. Sakan muuttuminen siniseksi voi merkitä PAMAMin tai 
ferritiinin (esimerkiksi hydrofobiset kanavat) mahdollista kykyä sitoa transitiotuotetta tai 
sakan taipumusta hidastaa lopputuotteiden diffuusiota,  jolloin reaktiotuote pääsee kerty-
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mään ferritiinien väleihin. Koska magneettisaostamattoman ja -saostetun liuoksen väreissä 
oli ero, niin reaktiotuotteen jääminen ferritiinien väliseen liuostilaan vaikuttaa kvalitatii-
visesti uskottavammalta selitykseltä kuin adsorptio tai kemisorptio. Saostetussa materiaa-
lissa on vähemmän vapaata proteiinipintaa mutta suhteessa enemmän ferritiinivälejä kuin 
liuoksessa  vapaana  olevissa  agglomeereissa.  Vahvempi  magneetti,  huolellisempi 
uusintamittaus  tai  koejärjestelyn  muuttaminen  saattaisi  auttaa  erottamaan  saostetun  ja 
saostamattoman agglomeraatioliuoksen välillä.
3.4.2 Agglomeroitumisen vaikutus magnetoferritiinin 
magneettikenttävasteeseen
Tulokset 
Pelkkä  magnetoferritiiniliuos  saostui  magneettikentässä  osittain  jo  yön  aikana. 
Saostuminen voi johtua epäpuhtauksien tai olosuhteiden aiheuttamasta ferritiinikasaumista, 
tai  denaturoituneesta  magnetoferritiinistä,  mutta  tätä  ei  pidetä  todennäköisenä.  DLS-
mittausten  mukaan  pienet  klusterit  eivät  saostuneet  magneetilla  ainakaan  tuntiin,  jos 
liuoksen ionivahvuus oli  matala.  Jos liuokseen oli  lisätty 100 mM NaCl,   agglomeroi-
tuminen tapahtui mittaussarjan kestoon verrannollisessa ajassa, mikä vaikutti haitallisesti ja 
vaikeasti ennustettavasti mihinkään liuosta koskeviin määrityksiin (Kuva 38).
Kuvasta  49  on  nähtävissä,  miten  suurempi  PAMAM-määrä  johtaa  suurempiin 
agglomeereihin.  Suuret  partikkelit  saostuvat  helpommin  kuin  pienet,  jolloin  liuoksessa 
havaittava  pienten  klusterien  ja  vapaan  ferritiinin  osuus  lähtee  kasvuun  (saostuskoe 
PAMAM:Fn-lisäyssuhteella 0,05:1). Saostuksissa PdI kasvoi tavallisesti reilun varttitunnin 
ajan, kunnes kääntyi laskuun.
Kuvat 50 ja 51 näyttävät saostumisen etenemistä, kun liuokseen oli lisätty myös PAMAM 
G3:n  lisäksi  natriumkloridia.  Niissä  NaCl  nopeutti  agglomeroitumista  ja  ylipäätään 
agglomeerien keskikoko kasvoi. Kun magneettinen saostus aloitettiin,  lähti  saostuminen 
liikkeelle suurista agglomeraatioista. Mittauksen edetessä alle 100 nm klustereissa olevan 
ferritiinin osuus liuoksessa kasvoi. 
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Kuva 49: Agglomeraatioiden koon kehitys ajan funktiona DLS-mittausten 
mukaan, kun liuosta saostettiin magneetilla. Agglomerointi suoritettiin vähintään 
5 minuuttia ennen saostuksen aloitusta. Katkoviiva viittaa oikeanpuoleiseen y-
akseliin. Yli mikronin kokoiset agglomeraatiot osoittivat saostumisen merkkejä. 
Fn-osuutta alle 100 nm klustereissa ei esitetä lisäyssuhteille 0:1 ja 0,1:1, sillä 
niille arvot olivat tasaisesti 100 % ja 0 %.
Kuva 50: Agglomeraatiokokoja-
kauman muutoksia magneettisen 
saostusajan funktiona. Alle 100 




Suuret  agglomeerit  saostuivat  magneettikentässä,  mikä  osoittaa  että  suurempien 
partikkelien  diffuusionopeus  ei  riitä  enää  vastustamaan  magneettista  vetovoimaa. 
Magneettikenttä aikaansaanee kerrannaisvaikutusta vahvistamalla agglomeerien magneetti-
kenttää, mikä voi edesauttaa agglomeroitumista. Suuremmat agglomeerit eivät tarvitse yhtä 
vahvaa magneettista vuorovaikutusta voittaakseen lämpöliikkeen ja väliaineen vastuksen. 
Ferritiinien agglomeroitumisen vaikutuksen magneettisuuteen on osoitettu olevan vahvasti 
riippuvainen järjestäytymisasteesta. Koska tapauksessamme agglomeerit ovat suurelta osin 
varsin satunnaisesti  järjestäytyneet,  ei  odotettu pysyvää kokonaisdipolia eikä sen myötä 
merkittävää kerrannaisvaikutusta magneettisaostukseen.
Eräissä  näytteissä  jäi  saostuksen  jälkeen  liuokseen  suurempia  agglomeraatioita  kuin 
toisissa  näytteissä  (Kuvat  50  ja  51).  Se  voi  johtua  mittausvirheestä,  epästandardeista 
oloista, tai olla merkki erilaisesta agglomeraatiorakenteesta. Kaikki saostukset eivät anta-
neet  samanlaista  saostumisprofiilia,  mikä voi  liittyä erilaisiin  agglomeraatiorakenteisiin. 
Varmennusta varten tulisi tehdä lisätutkimuksia. Mittauksen alussa havaittava partikkeli-
koon kasvu johtunee laitteistosta, joka suorittaa mittauksensa läheltä kyvetin pohjaa, jonka 
suuntaan saostus suoritettiin.
Kokonaistilavuuden mukaan katsottuna (Zetasizerin Volume-välilehti) agglomeraatioiden 
suurin kokoryhmä (”suurin piikki”) näytti yleensä suurempaa agglomeraatiokokoa kuin Z-
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Kuva 51: Liuoksen agglomee-
rien saostuminen ajan funktiona. 
Seosta seisotettiin alussa 
(50 min) ja lopussa (30 min) 
ilman magneettia, mistä johtuu 
pystysuorat muutokset kuvaajan 
alussa.
keskiarvo (Z-average). Toisin sanoen kun vertaa tilavuuksia, enemmistö agglomeraatioista 
oli  halkaisijaltaan  pienempiä  kuin  kokonaistilavuudeltaan  suurimman  ryhmän 
agglomeraatiot.  Agglomeraatioiden lukumääriä  laskettaessa ero oli  vielä  merkittävämpi, 
koska halkaisijan ja tilavuuden suhde on kuutiollinen. Tästä tendenssistä oli kaksi selvää 
poikkeusta.  Jos  PAMAMia  oli  lisätty  hyvin  vähän,  jäi  tilavuusenemmistö  vielä 
sitoutumatta kasvaviin klustereihin. Oli mahdollista saada suuria klustereita samalla kun 
suurin osa ferritiinistä oli vapaana, mikä lienee seurausta nukleaatiokynnyksestä. Kriittistä 
nukleoitumisen kynnyskokoa ei ole helppo ohittaa, paitsi vahvasti suolatuissa liuoksissa. 
Epätasainen klusteroituminen saattoi johtua myös epädynaamisuudesta, jos agglomeraatiot 
olivat seurausta nopeasti muodostuvasta ja hitaasti tasapainottuvasta aggregoitumisesta heti 
pipetin kärjen suulla PAMAM-lisäysten aikana.
Toinen poikkeava Z-keskiarvon kasvu tapahtui, kun magneetilla saostettiin seosta, jossa 
ferritiini  oli  pääasiassa  halkaisijaltaan  yli  mikronin  kokoa  olevissa  agglomeraatioissa. 
Silloin  saostus  tapahtui  ensisijaisesti  isoimmista  klustereista,  jolloin  pienten  klusterien 
osuus  liuoksessa  kasvoi  samalla,  kun satunnaiset  saostamattomat  mutta  suuret  klusterit 
pitivät Z-keskiarvoa koholla.
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4 Yhteenveto ja johtopäätökset
Magnetoferritiinin  agglomeerit  olivat  hydrodynaamiselta  säteeltään  noin  kaksinkertaiset 
apoferritiinin  agglomeereihin  nähden  (2 μm ja  1 μm).  Magnetoferritiinin  agglomeroitu-
minen myös edellytti apoferritiiniä pienempiä määriä PAMAMia. Erot agglomeroitumisten 
välillä johtunevat osittain apoferritiinin heikommasta pintapotentiaalista. Zetapotentiaali-
mittauksessa apoferritiinin varaus oli -11,4 mV ja mFn:n -25,3 mV, mikä lienee seurausta 
magnetoferritiinin kokemasta kemiallisten käsittelyjen historiasta.
Tutkimuksen kiinnostavin tulos koskee mahdollista ionivahvuuden käänteistä vaikutusta 
aggregoitumisen voimakkuuteen. Suolan lisääminen titrausliuoksiin nopeutti agglomeroi-
tumista,  koska  ionivahvemmassa  liuoksessa  Fn–Fn-repulsio  pienenee.  Silloin  pienempi 
määrä PAMAMia riittää peittämään ferritiinien vastakkaisia varauksia ja silloittamaan niitä 
toisiinsa.  Tutkielman  tulokset  saattavat  olla  sovellettavissa  laajemminkin  agglomeraa-
tioihin, joissa komponentit ovat kooltaan tai pintavaraukseltaan hyvin erikokoiset. Nämä 
ovat  epäsymmetrisiä  tilanteita,  joissa  yhden  komponentin  keskinäiset  vuorovaikutukset 
dominoivat  suhteessa  komponenttien  välisiin  vuorovaikutuksiin  ja  siten  koko agglome-
raation muodostumiseen.  Tutkimuksessa agglomeraatiot  jatkoivat  kasvuaan vielä  senkin 
jälkeen,  kun  kaikki  vapaa  ferritiini  oli  kulutettu  liuoksesta.  Kasvu  päättyi  vasta,  kun 
lisättävä komponentti oli jo agglomeraatioiden pintavarausta määrittävä tekijä.
Verrokkitutkimuksista poikkeava tulos voi selittyä proteiinien erilaisilla pintavarauksilla. 
Voimakkaat  kokonaisvaraukset  pitävät  yllä  vahvaa  repulsiota,  mutta  myös  varauksen 
jakautumisella  on  vaikutusta.  Kun  Debyen  pituus  laskee  niin  lyhyeksi,  että  se  on 
verrannollinen  ferritiinin  pintavarausalueiden  leveyteen,  ei  ferritiiniä  enää  voida  pitää 
homogeenisesti  varautuneena  pallona.  Proteiinien  väliset  sitoutumiset  voisivat  olla 
mahdollisia,  jos  proteiinit  kykenisivät  asettumaan  kontaktiin  sellaisessa  kulmassa,  että 
paikalliset varaukset ovat vastakkaismerkkiset.
Muun muassa liuoksen happamuudella oli suuri merkitys ferritiinin pintapotentiaaliin. Kun 
pH oli alle ferritiinin pI-arvon, olivat PAMAM ja ferritiini samanmerkkisesti varautuneet ja 
PAMAMin lisääminen pienensi agglomeerejä. Klusteroituminen oli kiivaampaa pH:ssa 5,6 
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kuin 6,5, mikä voi johtua mFn:n pienemmästä pintapotentiaalista pH:ssa 6,5. Syytä tähän 
ei tiedetä, sillä odotusarvoisesti polyelektrolyytin pintavaraus kasvaa sen pI:stä poispäin 
siirryttäessä. Zetapotentiaalimittaus tulisi suorittaa uudelleen mittausvirheen mahdollisuu-
den minimoimiseksi.
Ionivahvuuden  vaikutusten  erot  kirjallisuustuloksiin  voivat  johtua  Fn–Fn-repulsioiden 
erilaisuuksien  lisäksi  myös  sidostukseen  käytettyjen  polymeerien  eroista.  Lineaarisiin 
polymeereihin verrattuna PAMAM on jäykempi. Sen rakenne estää polymeerin leviämistä 
ferritiinin  pinnalle,  ja  siksi  PAMAM  kykenee  jättämään  liuokseen  lokaalisti  enemmän 
silloittamiseen kykeneviä haaroja. Tässä tutkimuksessa PAMAM G3 klusteroi pienemmillä 
ainemäärillä kuin G1, mutta ero ei ollut suuri. G3 on haaroittuneempi mikä johtaa suurem-
paan kokonaisvaraukseen molekyyliä kohden. Lisäksi etenkin vapaan G3:n halkaisija oli 
suurempi kuin ferritiinin Debyen pituus, joten siltä saattaa jäädä esiin varausta ferritiinin 
elektrostaattisten kerroksen yli ferritiiniin sitouduttuaankin. Hedelmällinen jatkotutkimus-
aihe olisi  selvittää, vaikuttaako ferritiinin vastaionikerros ferritiinin pinnalle sitoutuneen 
dendrimeerin  muotoutumiseen.  Oletusarvoisesti  ferritiinin  vastaionikerrosten  varaus  on 
samanmerkkinen  PAMAMin  kanssa,  jolloin  PAMAMin  sitoutumatta  jääneet  ryhmät 
saattaisivat  pyrkiä  poispäin  ferritiinistä,  millä  taas  voisi  olla  dramaattiset  vaikutukset 
kompleksin vuorovaikutuksiin ympäristönsä kanssa. Lineaarisille polymeereille sen sijaan 
on edullisempaa levitä ferritiinin pinnalle minimoiden samalla vuorovaikutusta ferritiinin 
vastaionikerroksen ja sen ulkopuolisen liuoksen kanssa.
SAXSin ja TEM-määritysten mukaan rakenteiden kiteisyys oli tutkimuksessa vaihtelevaa 
määrällisesti  ja  laadullisesti.  Vahvasti  kiteisiä  agglomeraationäytteitä  ei  havaittu. 
Mittausmenetelmien  näytteidenvalmistus  ei  ollut  riittävän  hyvällä  tasolla,  jotta  kaikkia 
merkittäviä virhelähteitä olisi voitu sulkea pois. Erityisesti cryo-TEM ja laajemmat SAXS-
mittaukset parantaisivat tietämystä.  TEM-näytteiden kylmäkuivaus voi riittää näytteiden 
esikäsittelyksi, jos näytteen jäätyneenä pysyminen kuivauksen aikana voitaisiin varmistaa. 
Kuvissa oli viitteitä agglomeraatioita purkavista ja muuttavista vaikutuksista, kun kuivatus 
oli  tehty  nestefaasista.  Liuosparametrien  vaikutusten  tutkimiseen  tarvitaan  perusteel-
lisempia mittauksia. Hypoteesinä on, että jos liuoksessa on liikaa tai liian vähän suolaa, 
kiteille otollisia olosuhteita ei synny. Ferritiinien kesken on repulsiota, kunnes PAMAMia 
tai suolaa on lisätty tarpeeksi varauksia tasaamaan tai peittämään. Varausten neutralointi 
komposiitissa  on  tarpeen,  jotta  tiivis  kolmiulotteinen  rakenne  olisi  mahdollinen.  Kun 
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agglomeraatioiden  kokonaisvaraus  on  saatu  neutraaliksi,  saatettaisiin  suolapitoisuutta 
säätelemällä voida vaikuttaa agglomeraatioiden uudelleenjärjestäytymiseen ja kiteisyyteen.
Agglomeroitumisessa  vaikutti  olevan  klusteroitumisvaihe,  jossa  ferritiinit  järjestyivät 
ketjumaisiin  rakenteisiin.  Myös  agglomeerien  kasvaessa  agglomeerien  reunoista  lähti 
ketjumaisia  rakenteita.  On tunnettua,  että  dimeerit  ja  trimeerit  häiritsevät  kiteytymistä. 
Ketjumaisista  rakenteista  on  oletettavasti  trimeerejäkin  vaikeampaa  saavuttaa  hyvää 
kiteisyyttä.  Kiteytymistä  varten  ketjumaisten  klusterien  pysyvyyttä  tulisikin  hillitä 
pitämällä sitoutumiset palautuvina. Tähän päästäneen heikentämällä ferritinien repulsioita 
ja Fn–PAMAM-attraktioita tai vähintäänkin saattamalla ne lähelle toistensa arvoja. Sekä 
erotuksella  että  absoluuttisilla  arvoilla  lienee  merkitystä.  Jos  absoluuttiset  vuorovaiku-
tukset  ovat  vahvat  mutta  erotus  on  pieni,  on  odotettavissa  repulsioiden  määrittämää 
järjestäytymistä,  joka  on  riippuvaisempi  liuoksessa  olevien  komponenttien  oikeasta 
konsentraatiosuhteesta sekä muista liuosparametreistä. Jos erotus ja absoluuttiset arvot ovat 
pienet, on kiteytyminen oletettavasti hallittavampaa, kun yksittäisen parametrin järjestel-
mätyypillisellä vaihteluvälillä on pienempi vaikutus kiteytymisen etenemiseen. Käytännös-
sä  agglomeraatioiden  rakennetta  kyettiin  tiivistämään  PAMAMia  tai  suolaa  riittävästi 
lisäämällä. 
Vapaa  ferritiini  katalysoi  osoitusreaktiota  vahvemmin kuin  agglomeroitu  tai  saostettu 
ferritiini.  Agglomeroimalla  voidaan  tällöin  hallita  katalyyttistä  aktiivisuutta.  Ferritiini 
saostui  magneettikentässä  alkaen  suurista  agglomeraatioista,  jotka  reagoivat  pienen 
magneetin magneettikenttään sekuntiluokassa. Tuloksilla voi olla vaikutusta magneettisten 
katalyyttien  tai  niiden  kantoaineiden  tutkimukseen.  Agglomeroidun  ja  saostetun  tilan 
katalyyttisyyksien eroa ei sen sijaan kyetty tällä koejärjestelyllä luotettavasti määrittämään. 
Käytetyillä liuosparametreillä ei  saatu luotettavasti  niin tiiviitä ja oikein järjestäytyneitä 
agglomeraatioita, että niiden magneettiset ja diffusiiviset ominaisuudet olisivat muuttuneet 
riittävän  alhaisessa  agglomeraatiokoossa.  Matalan  fraktaalidimension  agglomeerit  eivät 
vähennä katalyyttistä aktiivisuutta niin hyvin kuin tiiviit. Näistä syistä aktiivisuusmittauk-
sissa ei havaittu selvää katalyyttistä eroa, kun verrattiin saostettua ja pelkästään agglome-
roitua liuosta keskenään.
MFn–PAMAM-agglomeraatiot  osoittautuivat  ongelmalliseksi  järjestelmäksi  TMB–H2O2-
mittausten  kannalta.  PAMAMin  lisäys  vaikutti  TMB–H2O2-osoitusreaktion  tuotteeseen, 
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joka  osoittautui  muuten  suhteellisen  stabiiliksi  annetuissa  oloissa.  Toinen  mahdollinen 
virhelähde  on  epäilty  PAMAMin  pyrkimys  hakeutua  ferritiinin  huokosiin,  jolloin 
aktiivisuus laskee sekä kasautumisen että spesifin huokosten tukkiutumisen vuoksi. Tällöin 
mFn–PAMAM-komposiitti  ei  sovellu  osoitusreaktion  katalysoimiseen,  ainakaan  jos 
PAMAMin määrä  liuoksessa on niin  suuri,  että  PAMAM jää agglomeraatioiden pintaa 
määrittäväksi komponentiksi. Toisaalta koska erityisesti reaktion aloituksen jälkeen lisätty 
PAMAM reagoi  tuotteen  kanssa,  voidaan  olettaa  kaiken  ennakkoon  lisätyn  PAMAMin 
olevan  sitoutunutta  ferritiinin  kanssa,  eli  agglomeraatioiden  voidaan  olettaa  olevan 
kineettinen tuote.
Tutkimusta  voisi  jatkaa  moneen  suuntaan.  Liuosparametreista  kiinnostavimpia  olisi 
määrittää ionivahvuuden vaikutusta suuremmilla suolapitoisuuksilla. Lämpötilan vaikutuk-
sia tutkimalla saataisiin määritettyä dendrimeerin vapausasteiden ja entropian vaikutusta 
sitoutumisessa. Tutkimalla liuosparametrien yhteisvaikutusta saatettaisiin löytää hallitulle 
kiteytymiselle otollisimmat olosuhteet,  mikä voisi  johtaa agglomeraatioiden selvempään 
magneettikenttävasteeseen. Käytetty tutkimusjärjestely aktiivisuuden muutosten määrittä-
miseen ei vakuuttanut, ja sen voisi uusia. Erityisen kannattavaa olisi kehittää menetelmä, 
jolla  saataisiin  muutaman  sadan  nanometrin  kokoisia  tiiviitä  agglomeraatioita  hyvin 
pienellä polydispersiteetillä. Tällöin vältyttäisiin liuokseen jääviltä voimakkaasti katalyytti-
siltä vapailta ferritiineiltä ja pieniltä klustereilta,  sakan ja seoksen katalyyttisyyden erot 
olisivat selvemmät ja katalyyttisyyden magneettinen hallittavuus paranisi.
Toistettavasti  tuotettavat  stabiilit  modostelmat  ovat  ylipäätään  edellytys  hallituille 
supramolekulaarisille rakenteille, joista voitaisiin luoda uusia ja luotettavia komposiitteja 
tieteen  ja  tekniikan jatkosovelluksiin.  Tässä tutkielmassa esiteltiin  ja  sovellettiin  monia 
keskeisiä käsitteitä ja menetelmiä agglomeraatioiden muodostumiselle ja ominaisuuksille. 
Supramolekulaarinen kemia ja nanoteknologia ovat nuoria aloja, mutta niiden odotetaan 
saavuttavan korkealle asetettuja tavotteita. Tavoitteet kasvavat ihmiskunnan tieteellisen ja 
teknologisen kehityksen sekä mielikuvituskyvyn mukana. Lapsen kengissä oleva ala on 
astumassa suuriin saappaisiin, jotka eivät koskaan täyty.
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